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Resumo e Abstract 
 



RESUMO 

 

Medeiros, C. I. S.; Avaliação da atividade antifúngica do linalol sobre Candida albicans de 

secreções vulvovaginais, 2023. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, 

área de concentração: Farmacologia) CCS/UFPB, João Pessoa-PB, Brasil. 

 

Candida albicans é o patógeno fúngico oportunista mais comumente isolado em seres humanos, 

sendo responsável por mais de 90% dos casos de infecções fúngicas graves. É também a causa 

mais frequente de candidíase vulvovaginal (CVV), que representa de 70-90% dos casos de 

vulvovaginite. O uso generalizado de um número limitado de agentes antifúngicos, 

particularmente fármacos azólicos como o fluconazol, levou ao desenvolvimento de resistência 

microbiana no tratamento de infecções por Candida, um problema de importância crescente. 

Portanto, há uma necessidade urgente de novos agentes antifúngicos para o manejo eficiente 

dessas infecções. Sendo assim, as pesquisas sobre os constituintes ativos de produtos naturais 

podem ser uma alternativa promissora a essa problemática. Nesse sentido, destaca-se o linalol, 

molécula com várias bioatividades e oriunda de várias plantas como Lavandula angustifolia, 

Lippia alba, Coriandrum sativum L, entre outras. No entanto, não há muitos estudos na 

literatura sobre o mecanismo de ação do linalol em células fúngicas, a toxicidade, sinergismo 

com antifúngicos licenciados, ação sobre biofilme e a estabilidade do complexo receptor-

ligante. Portanto, esse estudo teve por objetivo investigar o potencial farmacológico do linalol 

frente a cepas de C. albicans de secreções vulvovaginais. Para este propósito, foram aplicadas 

técnicas in vitro de microdiluíção para determinar a concentração inibitória e fungicida mínima 

(CIM e CFM), bem como ensaios com sorbitol e ergosterol para verificar mecanismos de ação 

sobre a parede e a membrana celular fúngica respectivamente, além do estudo de associação 

(checkerboard). Para avaliar a formação de biofilme e a interferência do linalol nesse processo, 

foi realizado o ensaio do cristal violeta. Além disso, o linalol foi submetido aos softwares online 

(pkCSM e Osiris) para realizar a previsão de parâmetros de drogabilidade e toxicidade. 

Outrossim, o docking molecular foi realizado no AutoDock 4.2 com as proteínas envolvidas 

com a síntese e manutenção da parede e membrana celular de C. albicans (1,3-β-glucano 

sintase, lanosterol 14α-demetilase e Δ14-esterol redutase), e por fim foi realizado a análise de 

trajetória por dinâmica molecular (DM) no GROMACS 2022.3 do complexo (1,3-β-glucano 

sintase – linalol) com 30ns de simulação. Os principais resultados desse estudo indicaram que 

o linalol foi bioativo frente as cepas de C. albicans resistentes ao fluconazol com uma CIM50 

de 64µg/mL e de natureza fungicida. Ademais, o aumento da CIM do linalol na presença de 

sorbitol e ergosterol revelaram que esta molécula possivelmente afeta a integridade da parede 

e da membrana plasmática de C. albicans. O linalol associado ao fluconazol, exibiu efeito 

sinérgico frente as cepas de C. albicans, mas teve efeito indiferente quando associado a 

nistatina. O linalol também interferiu no processo de formação do biofilme de C. albicans, 

diminuindo em 74.65% a sua formação. A análise farmacocinética in silico mostrou que o 

linalol tem significativa biodisponibilidade oral teórica, baixo potencial tóxico e alta 

similaridade a fármacos licenciados. Adicionalmente, o linalol interagiu quimicamente através 

de ligações de hidrogênio, van der Waals, e entre outras; com as enzimas chave da biossíntese 

da parede e da membrana plasmática de C. albicans com melhor interação com a 1,3-β-glucano 

sintase (∆G = -6.0kcal/mol) no qual formaram um complexo receptor-ligante estável ao longo 

de 30ns de simulação, indicando provável inibição enzimática. Tomando em conjunto, os 

achados deste estudo indicaram que o linalol provavelmente causa danos à parede celular e à 

membrana plasmática de C. albicans, diretamente ou possivelmente pela interação com 

importantes enzimas envolvidas na biossíntese dessas estruturas fúngicas, agiu sinergicamente 

com o fluconazol, reduziu significativamente a formação de biofilme, além de ter apresentado 

baixo potencial toxicológico in silico. 



Palavras-chave: Biofilme; candidíase; docking molecular; mecanismo de ação; resistência 

antifúngica; sinergismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Medeiros, C. I. S.; Evaluation of the antifungal activity of linalool on Candida albicans from 

vulvovaginal secretions, 2023. Thesis (Doctor in Natural and Synthetic Products Bioactive, area 

of concentration: Pharmacology) CCS/UFPB, João Pessoa-PB, Brazil. 
 
Candida albicans is the most commonly isolated opportunistic fungal pathogen in humans, 

accounting for more than 90% of cases of serious fungal infections. It is also the most frequent 

cause of vulvovaginal candidiasis (VVC), which accounts for 70-90% of vulvovaginitis cases. 

The widespread use of a limited number of antifungal agents, particularly azole drugs such as 

fluconazole, has led to the development of microbial resistance in the treatment of Candida 

infections, a problem of increasing importance. Therefore, there is an urgent need for new 

antifungal agents for the efficient management of these infections. Therefore, the researches 

about the active constituents of natural products can be a promising alternative to this problem. 

In this sense, it stands out the linalool, molecule with several bioactivities and originated from 

several plants such as Lavandula angustifolia, Lippia alba, Coriandrum sativum L, among 

others. However, there are not many studies in the literature about the mechanism of action of 

linalool on fungal cells, toxicity, synergism with licensed antifungal drugs, action on biofilm 

and the stability of the receptor-ligand complex. Therefore, this study aimed to investigate the 

pharmacological potential of linalool against C. albicans strains from vulvovaginal secretions. 

For this purpose, in vitro microdilution techniques were applied to determine the minimum 

inhibitory and fungicidal concentration (MIC and MFC), as well as assays with sorbitol and 

ergosterol to verify mechanisms of action on the fungal cell wall and membrane respectively, 

besides the association study (checkerboard). To evaluate biofilm formation and the 

interference of linalool in this process, the crystal violet assay was performed. In addition, the 

linalool was submitted to online softwares (pkCSM and Osiris) to perform the prediction of 

parameters of druggability and toxicity. Furthermore, molecular docking was performed in 

AutoDock 4.2 with the proteins involved with the synthesis and maintenance of the cell wall 

and cell membrane of C. albicans (1,3-β-glucan synthase, lanosterol 14α-demethylase and Δ14-

sterol reductase), and finally molecular dynamics (MD) trajectory analysis was performed in 

GROMACS 2022.3 of the complex (1,3-β-glucan synthase - linalool) with 30ns of simulation. 

The main results of this study indicated that linalool was bioactive against fluconazole-resistant 

C. albicans strains with an MIC50 of 64µg/mL and fungicidal in nature. Furthermore, the 

increase in the MIC of linalool in the presence of sorbitol and ergosterol revealed that this 

molecule possibly affects the integrity of the wall and plasma membrane of C. albicans. The 

linalool associated with fluconazole, exhibited synergistic effect against strains of C. albicans, 

but had an indifferent effect when associated with nystatin. Linalool also interfered in the 

biofilm formation process of C. albicans, reducing its formation by 74.65%. In silico 

pharmacokinetic analysis showed that linalool has significant theoretical oral bioavailability, 

low toxic potential and high similarity to licensed drugs. Additionally, linalool chemically 

interacted via hydrogen bonds, van der Waals, and among others; with key enzymes of C. 

albicans wall and plasma membrane biosynthesis with best interaction with 1,3-β-glucan 

synthase (∆G = -6.0kcal/mol) in which they formed a stable receptor-ligand complex over 30ns 

of simulation, indicating likely enzyme inhibition. Taken together, the findings of this study 

indicated that linalool probably causes damage to the cell wall and plasma membrane of C. 

albicans, directly or possibly by interaction with important enzymes involved in the 

biosynthesis of these fungal structures, acted synergistically with fluconazole, significantly 

reduced biofilm formation, and showed low toxicological potential in silico. 

 
 



Keywords: Biofilm; candidiasis; molecular docking; mechanism of action; antifungal 

resistance; synergism. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Até o momento, foram identificadas mais de 8,7 milhões de espécies eucarióticas, das 

quais aproximadamente 611.000 pertencem ao reino fungi, correspondendo a 7% de todas as 

espécies eucarióticas conhecidas (MORA et al., 2011). Os fungos estão mais estreitamente 

relacionados aos seres humanos do que às bactérias no nível celular, e são classificados como 

organismos quimio-heterotróficos do grupo Eumycota. Entretanto, aproximadamente 600 

espécies de fungos têm a capacidade de causar infecções em seres humanos (KHAN et al., 

2010; MORA et al., 2011). 

Existem mais de 200 espécies dentro do gênero Candida, porém muitas delas são 

endossimbiontes em seres humanos e causam infecções principalmente em hospedeiros 

imunossuprimidos. Candida albicans é responsável por cerca de 80% das infecções, embora as 

infecções por outras espécies, como Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata), Candida 

tropicalis, Pichia kudriavzevii (Candida krusei) e Candida dubliniensis, estejam se tornando 

cada vez mais comuns (ASKUN; ASKUN, 2022; BORMAN; JOHNSON, 2021; KIDD; 

ABDOLRASOULI; HAGEN, 2023). 

C. albicans é um microrganismo membro residente da microbiota em humanos, que 

pode causar infecções em pacientes saudáveis e imunocomprometidos. A candidíase pode ser 

superficial (por exemplo, oral, vaginal, mucocutânea) ou profunda (por exemplo, miocardite, 

septicemia) (MOLERO et al., 1998). 

As infecções invasivas por espécies de Candida são consideradas entre as principais 

causas de morbidade e mortalidade (42%) em pacientes hospitalizados, mesmo em uso de 

terapias antifúngicas (FORD et al., 2015; PAPPAS et al., 2003). Além disso, a infecção por C. 

albicans é considerada a quarta infecção oportunista mais comum em hospitais (RIERA et al., 

2022). 

No contexto das infecções superficiais, em destaque para a candidíase vulvovaginal 

(CVV), documentada pela primeira vez por Wilkinson em 1849 e que continua a ser um 

problema debilitante que afeta a qualidade de vida de muitas mulheres (STUART 

WILKINSON, 1849). Esta é a manifestação clínica mais comum da infecção por Candida, 

estimando-se que afete aproximadamente 75% das mulheres em algum momento da vida e 85-

95% das infecções sintomáticas é causada por C. albicans (BROWN et al., 2012; DENNING 

et al., 2018). Além disso, cerca de 5-9% (138 milhões de mulheres anualmente) sofrem pelo 

menos quatro episódios de CVV em um ano, e isso é caracterizado como candidíase 

vulvovaginal recorrente (CVVR) (SOBEL, 2016). Outrossim, a maior incidência de CVV 
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causada por C. albicans no Brasil foi relatada por estudos epidemiológicos em 92,3%, na 

Argentina, 85,95% e no Paquistão, 47,7% (CARVALHO et al., 2021; GAMARRA et al., 2014; 

KHAN et al., 2018). 

As opções de tratamentos farmacológicos disponíveis para a CVV são limitadas 

principalmente à classe azólica de agentes fungistáticos. Tais opções incluem cursos curtos de 

formulações tópicas de vários agentes (imidazóis: clotrimazol, miconazol) ou (triazóis: 

itraconazol, posoconazol e fluconazol oral, administrado em regime de dose única ou múltipla) 

(JEANMONOD; JEANMONOD, 2022; PAAVONEN; BRUNHAM, 2020; WORKOWSKI, 

2015). No entanto, existem limitações significativas com esses tratamentos, incluindo 

intolerância aos medicamentos, eventos adversos, risco potencial de aborto espontâneo e danos 

fetais associados ao uso de fluconazol (BÉRARD et al., 2019; MØLGAARD-NIELSEN; 

PASTERNAK; HVIID, 2013; VAN SCHALKWYK et al., 2015). Ademais, uma outra 

limitação preocupante é a prevalência crescente de resistência ao fluconazol e resistência 

intrínseca ou baixa tolerância de espécies de Candida a antifúngicos azólicos (MARCHAIM et 

al., 2012). E associado a esses fenômenos biológicos, também é reportado a formação de 

biofilmes em que numerosos estudos foram realizados para caracterizar esse processo, a 

virulência e os perfis de suscetibilidade antifúngica em isolados clínicos de pacientes com CVV 

e CVVR (PAIVA et al., 2012; SHERRY et al., 2017). 

Atualmente no Brasil não há opções de tratamentos farmacológicos por via oral com 

antifúngicos não azólicos aprovados pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 

disponíveis para pacientes com CVV. Essa ausência impacta negativamente as opções de 

tratamentos da CVV para pacientes com microrganismos resistentes aos azóis, aquelas que não 

respondem ou não toleram o fluconazol ou para os quais seu uso é contraindicado. Os novos 

agentes farmacológicos, portanto, devem idealmente, ter cobertura fúngica mais ampla, efeitos 

adversos mínimos, nenhum risco de danos fetais e interações medicamentosas limitadas. 

Nesse sentido, os produtos naturais derivados de plantas têm desempenhado um papel 

significativo como fonte de descoberta de medicamentos e na melhoria do sistema de saúde. 

Portanto, a procura por antimicrobianos naturais com amplo espectro de atividade e potencial 

terapêutico tem despertado o interesse científico, especialmente as moléculas de origem 

vegetal, já que as plantas possuem grande capacidade de sintetizar substâncias químicas 

diversificadas como defesa contra agentes patogênicos (AHMADI et al., 2022; KEBEDE; 

GADISA; TUFA, 2021). 

Sendo assim, o monoterpeno linalol, uma importante molécula proveniente do 

metabolismo secundários de várias espécies de plantas como: Lavandula angustifólia, Lippia 
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alba e Coriandrum sativum L. tem ganhado notoriedade devido as várias aplicações na indústria 

de cosméticos como aromatizante e suas propriedades farmacológicas; anti-inflamatória, 

antioxidante, antiaterosclerótica, neuroprotetor, anticancerígeno etc, além de atividades 

antibacteriana e antifúngica (AN et al., 2021; APROTOSOAIE et al., 2014). Nesse último 

aspecto, o linalol tem sido bastante estudado e é bioativo contra uma variedade de 

microrganismos e apresenta baixo potencial toxicológico in vitro e in vivo (AN et al., 2021; 

API et al., 2015; MEESTERS; DUISKEN; HOLLENDER, 2007; PARK et al., 2012). No 

entanto, não se conhece bem a farmacodinâmica desse composto em células fúngicas, bem 

como os efeitos farmacológicos da associação do linalol com antifúngicos já licenciados e 

aplicados nos tratamentos da CVV. 

 Portanto, sabendo-se da importância e grande potencial farmacêutico que os produtos 

naturais apresentam, aliados aos poucos investimentos em pesquisas científicos com o linalol, 

este estudo teve como objetivo principal investigar as propriedades farmacológicas desse 

monoterpeno com ênfase na atividade antifúngica em isolados clínicos de C. albicans 

vulvovaginais resistentes ao fluconazol, elucidar o mecanismo de ação por meio de ensaios in 

vitro e docking molecular, bem como determinar os efeitos das interações do linalol com 

antifúngicos de uso clínico na CVV. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 O GÊNERO Candida 

 

Os fungos são organismos vivos eucarióticos, apresentam uma membrana nuclear que 

envolve o material genético de DNA dupla fita que compõe os cromossomos e o nucléolo. 

Podem ser unicelulares, como as leveduras; ou multicelulares como os fungos filamentosos e 

os cogumelos. São organismos aclorofilados e desprovidos de celulose, o que os tornam 

incapazes de realizar fotossíntese, comportando-se, portanto, como seres heterotróficos. As 

paredes celulares dos fungos contêm um polissacarídeo denominado quitina. Além de uma 

membrana celular, cujo principal componente é o ergosterol  (RICHARDS; LEONARD; 

WIDEMAN, 2017; RUGGIERO et al., 2015). 

A parede celular fúngica é uma estrutura altamente dinâmica e importante para a 

viabilidade do organismo, protegendo o fungo das alterações na pressão osmótica imposta pelo 

ambiente. Além de conferir a plasticidade adequada para o crescimento e divisão celular, 

mantendo a forma e a integridade da célula fúngica. Esta parede celular é formada por uma 

complexa rede de polissacarídeos, sendo constituída principalmente de quitina e glicanos. Estes 

polímeros da parede são sintetizados a partir de substratos intracelulares, por meio de reações 

catalisadas por enzimas específicas  (AIMANIANDA et al., 2017; GARCIA-RUBIO et al., 

2020). Alterações na organização ou perturbação funcional da parede celular provocada por 

agentes antifúngicos estão envolvidas na morte dos fungos  (GOW; LATGE; MUNRO, 2017). 

A membrana plasmática das células fúngicas é uma estrutura constituída basicamente 

de lipídios e proteínas. Os componentes lipídicos formam uma barreira de permeabilidade 

enquanto que as proteínas, intercaladas aos lipídios, formam um sistema seletivo de transporte 

de substâncias entre os ambientes intra e extracelular  (ATHANASOPOULOS et al., 2019). O 

ergosterol é o principal esterol presente na membrana plasmática dos fungos, e desempenha a 

mesma função nas membranas fúngicas que o colesterol desempenha nas membranas celulares 

de mamíferos, realizando a manutenção da fluidez (BECERRA-RODRÍGUEZ et al., 2021; 

DUTTA; FLIEGEL, 2018). 

O interesse pelo estudo dos fungos tem sido motivado pela sua biologia única, seus 

muitos produtos úteis (incluindo vinhos, queijos e antibióticos), a sua utilização como base para 

a biologia experimental e sua importância como patógenos de animais e vegetais. Podem 

interagir com plantas, animais ou seres humanos de várias maneiras, estabelecendo relações 

simbióticas, latentes, comensais ou patogênicas  (BRODA, 2020). 
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Várias espécies de fungos são patogênicas para o homem. Entre os mais importantes 

fungos oportunistas que causam doenças humanas, destacam-se as leveduras pertencentes ao 

gênero Candida  (KÖHLER et al., 2017). Esse gênero é composto por fungos leveduriformes 

hialinos, com formação de blastoconídios, pseudo-hifas e, ocasionalmente, hifas verdadeiras. 

Macroscopicamente, em culturas de ágar Sabouraud dextrose, as colônias são geralmente de 

cor creme ou esbranquiçada e a textura pode ser lisa ou enrugada, brilhante ou seca  (CHEN et 

al., 2020). 

Taxonomicamente, Candida pertence ao filo Ascomycota, visto que, a reprodução 

sexuada é caracterizada pela produção de ascos. São enquadrados dentro da classe 

Blastomycetes, ordem Cryptococcales, família Cryptococcaceae e gênero Candida, que 

apresenta mais de 200 espécies  (HIBBETT et al., 2007; LÓPEZ-MARTÍNEZ, 2010). No 

entanto, uma minoria dessas espécies tem sido implicada na candidíase humana, pois cerca de 

65% das espécies de Candida são incapazes de crescer a uma temperatura de 37°C, o que as 

impede de serem bem sucedidas como agentes patogênicos ou comensais de seres humanos  

(CRUZ et al., 2019). 

As principais espécies de leveduras do gênero Candida de interesse clínico são: C. 

albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, Nakaseomyces glabrata (C. glabrata), Pichia 

kudriavzevii (C. krusei), Meyerozyma guilliermondii (C. guilliermondii), Clavispora lusitaniae 

(C. lusitaniae) e C. auris  (COLOMBO; JÚNIOR; GUINEA, 2017; DABIRI; SHAMS-

GHAHFAROKHI; RAZZAGHI-ABYANEH, 2018; FAKHIM et al., 2018; KIDD; 

ABDOLRASOULI; HAGEN, 2023). 

Espécies de Candida podem viver como microrganismos comensais em indivíduos 

saudáveis. A colonização inicia nos primeiros dias após o nascimento e persiste durante toda a 

vida. Vivem na pele e em várias membranas mucosas, incluindo a boca, vagina, uretra, tubo 

digestivo e área respiratória superior do corpo humano sem causar danos (LÓPEZ-

MARTÍNEZ, 2010). No entanto, em algumas circunstâncias, esses organismos são capazes de 

causar infecções se houver condições predisponentes inerentes ao hospedeiro, tais como 

diabetes, AIDS, doenças do sistema nervoso central, neutropenia, leucemias, linfomas e outros 

tipos de cânceres, transplantes de órgãos, procedimentos invasivos (cateterização e implantação 

de próteses), quimioterapia, antibioticoterapia de amplo espectro, uso de agentes 

corticosteroides por período prolongado, uso de anticoncepcionais orais de alta dosagem, 

imunossupressores, citostáticos, e alguns estados fisiológicos do hospedeiro (gravidez, período 

menstrual, estado nutricional e idade) (JENKS et al., 2020; LEE; LAU, 2017). 
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Nos últimos anos, C. albicans tem sido o organismo mais frequentemente isolado nas 

infecções fúngicas oportunistas (80%), causando desde infecções superficiais a infecções 

sistêmicas (CIUREA et al., 2020). 

 

2.2 CANDIDÍASE VULVOVAGINAL 

   

C. albicans faz parte da microbiota normal de pessoas saudáveis, mas pode causar 

infecções e desconforto em indivíduos susceptíveis (NOBILE; JOHNSON, 2015). Infecções 

por Candida sp. apresenta várias manifestações clínicas, desde distúrbios mucocutâneos 

superficiais a infecção invasiva podendo afetar vários órgãos (TALAPKO et al., 2021).  

Diante disso, será apresentado aqui as manifestações clínicas resultantes do 

supercrescimento de C. albicans no trato reprodutor feminino. 

A candidíase vulvovaginal (CVV) é uma infecção comum da mucosa do trato 

reprodutivo feminino inferior, causada principalmente pelo fungo oportunista e polimórfico C. 

albicans. Um membro da microbiota humana normal, C. albicans comumente coloniza o lúmen 

vaginal de forma assintomática  (RODRÍGUEZ-CERDEIRA et al., 2020). No entanto, a 

infecção sintomática pode resultar em inflamação da mucosa causada principalmente por 

crescimento excessivo de fungos na vagina e subsequente invasão epitelial e produção de 

fatores de virulência. Os sintomas comuns da doença incluem irritação, edema, coceira, ardor 

ao urinar, dor durante o sexo, fissuras na vulva e no períneo e vermelhidão vaginal. 

Frequentemente, eles são acompanhados por um corrimento vaginal que consiste em epitélio 

descamado, células do sistema imunológico, leveduras e fluido vaginal anormal  

(VENUGOPAL et al., 2021). Ademais, há um risco aumentado de infecção vaginal por fungos 

no momento da primeira relação sexual regular. Existem também algumas evidências de que 

esta infecção pode estar ligada ao contato boca-órgão genital (sexo oral-genital). Além do mais, 

o ânus está próximo à vagina anatomicamente, proporcionando maior conveniência para a 

migração de organismos intestinais, incluindo Candida, para a vagina  (HOLLAND, 2003). 

A CVV é uma das causas mais comuns de vaginite causada por Candida sp. Em 80% -

95% das mulheres, a CVV é causada por C. albicans com menos infecções remanescentes 

causadas por outras espécies desse microrganismo, incluindo Nakaseomyces glabrata (C. 

glabrata), C. parapsilosis, C. tropicalis, Pichia kudriavzevii (C. krusei) entre outros 

(MENDLING, 2015). 

Aproximadamente 75% das mulheres terão ≥ 1 episódio de CVV em suas vidas, e 40% 

-45% das mulheres terão ≥ 2 episódios (MENDLING, 2015). Aos 25 anos, cerca de 50% de 
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todas as mulheres terão experimentado ≥ 1 episódio de CVV após o início da atividade sexual  

(MAKANJUOLA; BONGOMIN; FAYEMIWO, 2018). Outrossim, a CVV recorrente (CVVR, 

definida como > 3 episódios por ano) afeta quase 8% das mulheres em todo o mundo 

(DENNING et al., 2018). Frequentemente, a CVVR requer terapia de manutenção antifúngica 

com drogas azólicas para atenuar a reemergência da doença (ACHKAR; FRIES, 2010). A 

atividade fungistática dos medicamentos azólicos e a eliminação imunomediada inadequada 

dos patógenos são os principais responsáveis pela recorrência da doença (NYIRJESY et al., 

2012). 

Em contraste com a candidíase invasiva e oral, CVV/R é uma doença de mulheres 

imunocompetentes e saudáveis (FIDEL, 2002). Assim, a carga global de doenças é muito maior 

para CVV do que para outras infecções. Usando estimativas aproximadas de populações globais 

suscetíveis e taxas de incidência para cada uma dessas manifestações clínicas de doença, a 

candidíase invasiva causa ~700.000 casos por ano, a candidíase oral resulta em ~15,5 milhões 

de infecções por ano, a CVVR sozinha causa aproximadamente 140 milhões de casos por ano. 

A taxa de incidência de CVV aguda é praticamente impossível de estimar, visto que é 

subnotificada aos médicos devido às opções de tratamentos sem prescrição eficaz (FOXMAN 

et al., 2000). Embora a CVV não seja letal, a enorme carga de doenças resulta em ~US$ 1,8 

bilhões em custos médicos a cada ano e o impacto econômico devido às horas de trabalho 

perdidas foi recentemente extrapolado, aproximando-se de um adicional de US$ 1 bilhão por 

ano apenas nos EUA (DENNING et al., 2018; FOXMAN et al., 2000). 

 

2.3 PATOGENIA E FATORES DE VIRULÊNCIA 

 

Por décadas, a CVV foi considerada como o resultado de uma resposta imune adaptativa 

defeituosa. No entanto, vários estudos clínicos revelaram que mulheres HIV + (com contagens 

reduzidas de células T CD4 +) não tinham maior risco de desenvolver CVV em comparação 

com controles saudáveis (FIDEL et al., 1993; FIDEL; LYNCH; SOBEL, 1995; FONG; 

MCCLEARY; READ, 1992). Juntamente com dados de modelos animais que não demonstram 

nenhum papel robusto para respostas imunes mediadas por células ou humorais, apontou 

claramente para um mecanismo explicativo alternativo (FIDEL; LYNCH; SOBEL, 1995). Um 

estudo inovador no qual utilizou-se de voluntários humanos saudáveis desafiados por via 

intravaginal com C. albicans revelaram que a CVV era na verdade mediada por meio de 

respostas imunes inatas, nas quais o recrutamento de neutrófilos para o lúmen vaginal estava 

positivamente correlacionado com os sintomas da doença relatados (FIDEL et al., 2004; 
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ROSATI et al., 2020). Devido ao impacto negativo da imunidade do hospedeiro na progressão 

da doença, a CVV foi considerada uma imunopatologia. O reconhecimento da importância da 

resposta imune inata em impulsionar as respostas inflamatórias associadas com a CVV levou a 

muitos insights recentes sobre a patogênese dessa doença. 

C. albicans é polimórfica, adotando duas formas morfológicas principais: a levedura 

ovoide e a hifa alongada (SUDBERY, 2011). Há muito tempo foi observado que a capacidade 

de transição entre essas morfologias é o atributo de virulência primário desse fungo, já que 

cepas incapazes de passar por essas mudanças são severamente atenuadas em patogenicidade 

ou colonização (LO et al., 1997). Interessantemente, o uso de hifas mutantes deficientes em 

reguladores transcricionais (por exemplo, Δ/Δ efg1 e Δ/Δ efg1/cph1) em um modelo murino de 

CVV revelou colonização elevada em comparação com hifas competentes (PETERS et al., 

2014a). No entanto, a capacidade de induzir o recrutamento de neutrófilos, danos à mucosa 

(medido pela liberação de LDH), citocina inflamatória inata (por exemplo, IL-1β) ou alarminas 

(por exemplo, S100A8) foi significativamente reduzida com esses mutantes. Esses resultados 

levaram a duas questões: “Os neutrófilos ajudam a eliminar o fungo?” e "Os próprios 

neutrófilos recrutados são agentes causadores de danos ao hospedeiro (como é observado em 

outras imunopatologias comuns, como artrite e asma)?" No entanto, a depleção de neutrófilos 

com anticorpos neutralizantes não reduziu a carga fúngica nem os níveis de LDH vaginal 

durante a infecção, sugerindo que os neutrófilos não são protetores sob tais condições e que os 

danos à mucosa são mediados pelo fungo (PETERS et al., 2014a). Esses resultados foram 

observados em um estudo anterior que demonstrou que a depleção de neutrófilos de fato reduziu 

a inflamação vaginal durante a CVV em modelos murino, mas em última análise não 

influenciou na colonização e o curso da infecção (BLACK et al., 1998). Sendo assim, C. 

albicans é capaz de provocar inflamação vaginal. 

No entanto, antes do início de uma resposta imune, C. albicans deve primeiramente ser 

detectada na interface da mucosa. Primeiramente, isso é mediado por receptores de 

reconhecimento de padrões (PRR) que existem na superfície celular das células epiteliais e 

imunes inatas. A ligação desses receptores a seus ligantes cognatos (tipicamente constituintes 

da parede celular de C. albicans) induz a sinalização de citocinas pró-inflamatórias e o 

recrutamento de células imunes inatas e adaptativas para focos infecciosos via ativação de 

cascatas de sinalização (Figura 1) (CHENG et al., 2012; MIRAMÓN; KASPER; HUBE, 2013). 
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Figura 1. Modelo da imunopatogênese da vaginite por C. albicans. 

 

(a) Formas de leveduras de C. albicans colonizando de maneira assintomática o epitélio vaginal, apesar da presença 

de numerosos receptores de reconhecimento de padrão (PRR) na superfície epitelial. (b) C. albicans começa a 

sofrer a mudança de levedura para hifa sob condições indutoras de morfogênese (por exemplo, aumentos de 

estrogênio, pH vaginal elevado e ruptura do microbioma). O reconhecimento aumentado por PRRs, biomassa 

aumentada de hifas, expressão de fatores de virulência associados a hifas (candidalisina, aspartil proteinases 

secretadas (SAPs)) ativa a sinalização pelo inflamassoma NLRP3, induzindo a expressão de citocinas inflamatórias 

e quimiocinas (por exemplo, IL-1β, S100A8/9 alarminas) no epitélio vaginal, resultando na migração inicial de 

leucócitos polimorfonucleares (PMNs) da lâmina própria (LP) para o lúmen vaginal. (c) A falha em reduzir 

adequadamente os gatilhos imunopatológicos resulta na expressão contínua de efetores imunes inatos pelo epitélio 

vaginal. Esses sinais iniciais, juntamente com a amplificação secundária de efetores imunes por PMNs recrutados, 

contribuem para a infecção sintomática e imunopatologia característica. Fonte: figura adaptada de: PLoS Pathog., 

(PETERS et al., 2014b). 

 

Além da sinalização por meio dos PRRs, a capacidade de C. albicans de provocar danos 

aos tecidos simultaneamente é outra peça fundamental para compreender a ativação total das 

respostas imunes celulares (JABRA-RIZK et al., 2016). C. albicans exerce seus danos teciduais 

principalmente por meio de dois mecanismos principais: invasão direta por filamentos das hifas 

ou a secreção de efetores de virulência (Figura 1). As hifas são cruciais para romper as barreiras 

da mucosa e causar danos aos tecidos. As membranas do hospedeiro podem ser enfraquecidas 

por enzimas degradativas secretadas pela ponta da hifa e a pressão exercida pelo filamento 

alongado é então suficiente para penetrar na célula hospedeira (LEW, 2011). Wächtler e colegas 

demonstraram que C. albicans se liga e começa a invadir as células epiteliais vaginais dentro 

de 3h e esse crescimento contínuo de hifas é necessário para produzir danos (WÄCHTLER; 

WILSON; HUBE, 2011). Uma série de adesinas associadas a hifas também ajudam a ancorar 

C. albicans ao epitélio da mucosa e são importantes para a formação de biofilmes maduros na 

vagina, pois a deleção do regulador principal de adesinas BCR1 prejudicou a formação de 
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biofilme in vivo (HARRIOTT et al., 2010). Além de se ligar à caderina-E do hospedeiro (e 

outros receptores epiteliais), a sequência semelhante à aglutinina 3 (Als3p) também atua como 

uma invasina que induz endocitose dependente de clatrina de C. albicans em células epiteliais, 

contribuindo ainda mais para sua invasão (ALMEIDA et al., 2008). 

A candidalisina produzida por C. albicans foi estabelecida como um determinante de 

virulência crucial que conduz a CVV em modelos murinos usando o isolado de referência 

SC5314. Essa enzima exibe atividade lítica semelhante as citolisinas bacterianas e a capacidade 

de desencadear vias inflamatórias inatas (por exemplo, MAPK) em células epiteliais e 

endoteliais. A interrupção da liberação de candidalisina reduz significativamente os marcadores 

imunopatológicos de infecção (neutrófilos, citocinas pró-inflamatórias, alarminas) e dano 

tecidual durante a CVV experimental (MOYES et al., 2016; RICHARDSON et al., 2018). 

Além disso, o inflamassoma NLRP3 desempenha um papel importante durante a 

patogênese da candidíase, uma vez que os genes da via do IL-1R foram aumentados durante a 

CVV. Os inflamassomas são uma coleção de receptores de reconhecimento de padrão inato 

citosólico (PRR) que respondem por meio de um processo de ativação de duas etapas 

envolvendo a iniciação da resposta por meio da ligação de PRRs da superfície celular e detecção 

de sinais de perigo endógenos e exógenos. A indução de danos acaba por conduzir a 

oligomerização do inflamassoma e ativação da Caspase-1, levando à clivagem e secreção de 

IL-1β, o principal efetor do inflamassoma (BRUNO et al., 2015; MATZINGER, 2002). 

Os papéis da sinalização do inflamassoma durante a infecção em culturas de células de 

CVV são claros e um número crescente de estudos destacam a relevância desta via durante a 

infecção humana. Um estudo clínico em grande escala revelou que mulheres com CVVR 

exibiram níveis significativamente mais elevados de IL-1β e níveis mais baixos de IL-1RA 

(antagonista de IL-1R) no fluido de lavagem vaginal em comparação com controles saudáveis, 

sugerindo que o inflamassoma NLRP3 pode ser mais ativo nas populações com CVVR 

conduzindo a imunopatologia exacerbada (BORGHI et al., 2015; ROSELLETTI et al., 2017). 

 

2.4 TRATAMENTO DA CANDIDÍASE 

 

As infecções fúngicas são extremamente comuns no mundo. Isso se deve em parte ao 

uso disseminado de antibióticos de amplo espectro na prática médica, imunossupressores e 

outros grupos de medicamentos. Em termos de frequência, taxa de propagação e globalidade, 

as infecções fúngicas se aproximam das infecções respiratórias agudas (BHATTACHARYA; 

SAE-TIA; FRIES, 2020; CAPOCI et al., 2019; LEWIS, 2011). Além disso, seu número 
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continua a crescer devido ao aumento na quantidade de pacientes imunocomprometidos, à 

expansão da terapia imunossupressora e à disseminação de infecções pelo HIV. As taxas de 

mortalidade em pacientes neutropênicos por infecções fúngicas ainda são inaceitavelmente 

altas, e o tempo para implementação do antifúngico ideal tem um impacto significativo nos 

resultados dos pacientes (MAKSIMOV et al., 2021). Portanto, o aumento da frequência das 

micoses é um dos problemas médicos e sociais significativos da atualidade. 

Os antimicóticos são drogas com efeitos fungicidas ou fungistáticos. Para o tratamento 

de doenças fúngicas, são utilizados vários grupos de compostos que se diferenciam em sua 

origem (natural, sintético ou semissintético), alvos moleculares e mecanismo de ação, efeito 

antifúngico (fungicida ou fungistático), indicações de uso (infecções locais ou sistêmicas) e 

métodos de administração (parenteral, oral, externo etc) (BHATTACHARYA; SAE-TIA; 

FRIES, 2020; HOUŠŤ; SPÍŽEK; HAVLÍČEK, 2020; MAZU et al., 2016). 

Atualmente, existem poucas classes de agentes antifúngicos estruturalmente distintos 

disponíveis para o tratamento de infecções fúngicas no geral. Como tanto as células fúngicas 

quanto as células de mamíferos são eucarióticas, os alvos de drogas anti-infecciosas específicas 

para fungos são poucas. A estratégia mais amplamente explorada para o desenvolvimento de 

antifúngicos faz uso das diferenças na biossíntese de esterol e tem como alvo a via de 

biossíntese desse esterol ou o próprio ergosterol, que é incorporado à membrana celular do 

fungo. Outras estratégias incluem a inibição da síntese de RNA e DNA por compostos que são 

transportados seletivamente para a célula fúngica e a inibição da síntese da parede celular do 

fungo (Figura 2) (GREEN; GOLDMAN, 2021; MAKSIMOV et al., 2021). 
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Figura 2. Mecanismos de ação dos antifúngicos tradicionais sobre alvos celulares. 

 

(a) Os azóis inibem a síntese de ergosterol no retículo endoplasmático da célula fúngica. Atuam interferindo na 

enzima lanosterol 14α-demetilase, envolvida na transformação do lanosterol em ergosterol. As alilaminas e os 

tiocarbamatos inibem a enzima esqualeno-epoxidase, que participa da síntese do ergosterol. (b) Os polienos atuam 

na membrana fúngica ligando-se ao ergosterol e causando a ruptura da estrutura da membrana, promovendo o 

extravasamento dos constituintes intracelulares e, consequentemente, a morte celular. (c) A flucitosina inibe a 

enzima timidilato-sintetase, interferindo no DNA. (d) As equinocandinas inibem a (1,3) β-D-glucano sintase, 

impedindo a síntese de glucano, que está presente na parede celular dos fungos. (e) A griseofulvina atua 

interrompendo a produção do fuso mitótico e dos microtúbulos citoplasmáticos, inibindo assim a mitose fúngica. 

Fonte: (DE OLIVEIRA SANTOS et al., 2018). 

 

2.4.1 Azóis 

 

Os medicamentos membros da classe dos azóis são os mais amplamente usados de todos 

os antifúngicos. Sua utilidade se deve principalmente à sua atividade contra um amplo espectro 

de patógenos fúngicos e um espectro moderado de efeitos colaterais, especificamente sem a 

limitação devido a nefrotoxicidade experimentada por pacientes em tratamento com 

anfotericina B. Existem vários azóis atualmente usados para o tratamento de infecções fúngicas 

invasivas, como por exemplo (fluconazol, itraconazol, voriconazol e posoconazol) e vários 

outros para infecções diversas. Embora esses agentes sejam todos da mesma classe, eles variam 

individualmente em relação ao espectro de atividade e aos perfis farmacocinéticos e de 

toxicidade. A utilização apropriada desses agentes é baseada nessas características únicas 

(GREEN; GOLDMAN, 2021). 

O principal alvo de todos os antifúngicos azólicos é a lanosterol 14α-demetilase, que é 

o produto do gene ERG11. A lanosterol demetilase é um membro da classe de enzimas do 

citocromo P450 (CYP450) e é uma enzima crítica na biossíntese do ergosterol. Como o 
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ergosterol não é encontrado nas membranas das células dos mamíferos, a inibição dessa via é 

um mecanismo de ação específico do fungo para essa classe de medicamentos. O tratamento 

com azóis resulta na diminuição do ergosterol celular e leva ao acúmulo de esteróis metilados 

tóxicos. Em geral, os azóis são considerados fungistáticos para Candida e outras espécies de 

leveduras, mas alguns são fungicidas para espécies de Aspergillus (MAZU et al., 2016; 

SHAFIEI et al., 2020). 

Os antifúngicos azóis abrangem duas grandes classes, os imidazóis e os triazóis, que 

compartilham o mesmo espectro antifúngico e mecanismo de ação. Os mais empregados 

atualmente nos tratamentos das candidíases incluem os imidazóis (cetoconazol e miconazol), 

triazóis de primeira geração (fluconazol e itraconazol) e de segunda geração (voriconazol, 

posaconazol e ravuconazol) (Figura 3) (KATHIRAVAN et al., 2012; SU; HAN; HUANG, 

2018). Os imidazóis e os triazóis diferem nas suas estruturas químicas, conforme possuem dois 

ou três átomos de nitrogênio, respectivamente, no anel azólico composto de 5 membros. 

 

Figura 3. Estruturas químicas de alguns antifúngicos azóis. 
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(A) Fluconazol; (B) itraconazol; (C) voriconazol; (D) 

posaconazol; e (E) isavuconazol. As subestruturas necessárias 

para a atividade biológica estão em azul. Fonte: figura adaptada 

de (HOUŠŤ; SPÍŽEK; HAVLÍČEK, 2020). 
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Os triazóis são geralmente bem tolerados, sendo os efeitos adversos mais comuns os 

sintomas gastrointestinais, como náuseas, vômitos e diarreia. Elevações das transaminases 

hepáticas estão associadas ao uso de todos os azóis, mas os casos de hepatotoxicidade 

fulminante são raros. Casos de prolongamento do intervalo QT e torsades de points também 

foram associados aos azóis; no entanto, essas observações são geralmente em pacientes com 

comorbidades e em uso de medicamentos concomitantes que também estão associados ao 

prolongamento do intervalo QT (ALKAN et al., 2004; PHILIPS et al., 2007). O voriconazol foi 

associado a uma série de efeitos colaterais únicos, como alterações visuais e neurológicas, que 

estão correlacionados com altas concentrações séricas desse medicamento (ZONIOS et al., 

2008). 

Além disso, um dos inconvenientes dos azóis é que eles são em geral fungistáticos e não 

fungicidas contra espécies de Candida, o que provavelmente contribui para o desenvolvimento 

de cepas resistentes (BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020; PRISTOV; GHANNOUM, 

2019). Dessa forma, foi observado que na última década, a resistência aos azóis sobretudo ao 

fluconazol foi relatada em mulheres com CVV/R. Estudos epidemiológicos anteriores 

descobriram que quase todas as mulheres com diagnóstico de C. albicans resistente ao 

fluconazol tiveram exposição anterior a esse fármaco (MARCHAIM et al., 2012; SOBEL; 

SOBEL, 2018). As taxas de resistência aos azóis são altamente variáveis e podem ser 

influenciadas pelos padrões de prescrição médica para o tratamento e profilaxia. 

 

2.4.2 Polienos 

 

Desde a década de 1950, mais de 200 polienos com atividade antifúngica foram 

descobertos; entretanto, a anfotericina B (AMB) continua sendo a única droga polieno de 

escolha no tratamento de infecções fúngicas invasivas (BELAKHOV; GARABADZHIU; 

CHISTYAKOVA, 2019; ZOTCHEV, 2003). A nistatina (NYS) também é um antifúngico 

polieno com o mesmo mecanismo de ação da AMB, no entanto, não é formulada como 

medicamento intravenoso. Porém, como não é absorvido pelas membranas mucocutâneas, esse 

agente pode ser aplicado por via tópica ou oral para tratar infecções como a candidíase 

orofaríngea com risco mínimo (OMELCHUK; TEVYASHOVA; SHCHEKOTIKHIN, 2018). 

A anfotericina B é um heptaeno cíclico (Figura 4) produzido pela bactéria Gram+ 

Streptomyces nodosus e possui dois mecanismos de ação. Primeiro, várias moléculas de AMB 

se incorporam à bicamada lipídica dos fungos e se ligam ao ergosterol. Por sequestro do 

ergosterol, são formados poros de permeabilidade, e ambos os íons (K+, Mg2+, Ca2+ e Cl-) bem 
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como a glicose são liberados. O rápido esgotamento dos íons intracelulares resulta na morte das 

células fúngicas. Em segundo lugar, AMB induz o acúmulo de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), resultando em danos ao DNA, proteínas, mitocôndrias e membranas (MESA-ARANGO 

et al., 2014). As partes estruturais dos grupos micosamina e hidroxila nas posições C8, C9 e 

C35 são críticas para a atividade biológica da AMB (OMELCHUK; TEVYASHOVA; 

SHCHEKOTIKHIN, 2018). 

 

Figura 4. Estruturas químicas dos antifúngicos poliênicos. 
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(A) Anfotericina B e (B) nistatina. As subestruturas necessárias para a atividade biológica estão em azul. Fonte: 

(HOUŠŤ; SPÍŽEK; HAVLÍČEK, 2020). 

 

Embora mais específica para o ergosterol fúngico, a anfotericina B também pode se ligar 

a células de mamíferos, causando efeitos tóxicos nos pacientes. O efeito adverso limitante do 

tratamento mais proeminente é a nefrotoxicidade. A nefrotoxicidade induzida pela anfotericina 

B é dependente de dose e é principalmente caracterizada por uma diminuição na taxa de 

filtração glomerular (TFG) por vasoconstrição, perda de sódio, potássio e magnésio, bem como 

acidose tubular renal (PERSONETT et al., 2019). A AMB tem sido o medicamento padrão para 

o tratamento de infecções fúngicas sistêmicas há décadas, mas os efeitos colaterais citados 

anteriormente, da sua forma convencional (desoxicolato de anfotericina B) limitam a sua 

utilização. Formulações lipídicas de AMB apresentam menor toxicidade que a anfotericina B 
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convencional e representam uma alternativa eficaz para determinados pacientes, no entanto 

apresentam custo muito elevado (FAUSTINO; PINHEIRO, 2020). 

Interessantemente, algumas formulações de AMB em nanopartículas e nanofibras tem 

sido estudada em modelos in vitro e in vivo para o tratamento local da CVV como alternativa 

aos tratamentos orais e vaginais com fármacos azóis que já apresentam eficácia limitada, 

principalmente devido a crescente resistência da Candida a esses medicamentos. No entanto, 

estudos de farmacocinética, farmacodinâmica, bem como a existência de efeitos tóxicos dessas 

formulações precisam ser realizados (MELO et al., 2020; SOUZA et al., 2018). Além disso, 

cepas fúngicas de C. albicans podem apresentar mutações em genes envolvidos na via de 

biossíntese do ergosterol, especificamente ERG3 e ERG6, foram identificadas em isolados de 

C. albicans resistentes à anfotericina B, levando à diminuição dos níveis de ergosterol na 

membrana celular (KELLY et al., 1997; MARTEL et al., 2010). 

 

2.4.3 Flucitosina 

 

A 5-Flucitosina (5-FC) (Figura 5A) é um análogo sintético da citosina. Após a 

administração, a 5-FC é absorvida pela citosina-permease na célula fúngica e desaminada em 

5-fluorouracila (Figura 5B) pela citosina desaminase. A 5-fluoruracila é subsequentemente 

convertido em trifosfato de 5-fluoruridina. Ao contrário do ácido uridílico, este composto é 

incorporado ao ácido ribonucleico (RNA) fúngico, resultando na inibição da síntese de 

proteínas. Além disso, a 5-fluoruracila pode ser metabolizado em monofosfato de 5-

fluordeoxiuridina pela uridina monofosfato pirofosforilase. Este composto inibe a fonte 

primária de timidina na biossíntese de DNA, a timidilato sintetase, devido à incapacidade da 

enzima de remover o átomo de flúor (PARKER, 2009). 

 

Figura 5. Estrutura química do antifúngico flucitosina. 
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(A) Flucitosina, e seu produto desaminado (B) 5-fluoruracila. As subestruturas necessárias para a atividade 

biológica estão em azul. Fonte: figura adaptada de (HOUŠŤ; SPÍŽEK; HAVLÍČEK, 2020). 
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A 5-FC é um agente antifúngico oral de limitado espectro antifúngico, foi adicionada 

ao arsenal antifúngico em 1971, e devido ao rápido desenvolvimento de resistência antifúngica, 

esse composto raramente é usado em monoterapia. Em um modelo murino de candidíase 

disseminada, o tempo acima da CIM foi o melhor parâmetro farmacocinético e 

farmacodinâmico correlacionado com a eficácia desse medicamento (ANDES; VAN 

OGTROP, 2000). Embora as Diretrizes de Práticas Clínicas para o Manejo da Candidíase 

recomendem 5-FC em combinação com anfotericina B ou fluconazol para uma variedade de 

tipos de infecções, preocupações com relação à toxicidade, como supressão da medula óssea e 

elevação das transaminases hepática, muitas vezes impedem seu uso (PAPPAS et al., 2009). 

Sua utilidade atual é principalmente limitada ao tratamento de infecções por leveduras do 

gênero Candida (DELMA et al., 2021), e da meningite criptocócica (SAAG et al., 2000). 

A utilização da 5-FC na CVV, sobre tudo como monoterapia parece não ser interessante, 

pois em estudos que verificaram a suscetibilidade de várias espécies de Candida a esse fármaco 

constataram elevada prevalência de resistência primária, todas elas mediada pelo gene FUR1 

mutante (ANH et al., 2021; GOPINATHAN, 2013). 

 

2.4.4 Equinocandinas 

 

As equinocandinas são análogos modificados das pneumocandinas e são produtos da 

fermentação de uma variedade de microrganismos. Nomeadamente, a anidulafungina é 

derivada da equinocandina B0 (Aspergillus nidulans), a caspofungina da pneumocandina B0 

(Glarea lozoyensis) e a micafungina da pneumocandina A0 (Coleophoma empetri). As 

equinocandinas são direcionadas contra a 1,3-β-D-glucano sintase, o complexo enzimático 

composto pelas subunidades catalítica transmembrana Fksp e regulatória Rho1p intracelular. O 

primeiro é inibido não competitivamente; portanto, 1,3-β-D- glucano sintase não pode converter 

uridina difosfato glicose em β-D-glucano, e a parede celular do fungo torna-se altamente 

permeável (LIU; BALASUBRAMANIAN, 2001). As equinocandinas são hexapeptídeos 

cíclicos com cadeias laterais N-acetiladas lipofílicas (Figura 6A–C). Seu núcleo determina suas 

propriedades físico-químicas - a homotirosina inibe a 1,3-β-D-glucano sintase; os resíduos de 

prolina aumentam a potência antifúngica; e a substituição com um grupo hidroxila, 

etilenodiamina e porções sulfatadas melhoram a solubilidade em água (HÜTTEL, 2021; YAO 

et al., 2012). 

 

 



44 

 

Figura 6. Antifúngicos equinocandinas. 
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(A) Caspofungina, (B) micafungina e (C) anidulafungina. O resíduo de aminoácido homotirosina (azul) é 

obrigatório para a inibição da subunidade catalítica Fks da 1,3-β-D-glucano sintase. O núcleo do aminoácido 

(preto) contribui para a potência antifúngica e determina as propriedades físico-químicas. Além disso, os grupos 

etilenodiamina, sulfato e hidroxila (rosa) contribuem para a solubilidade em água. Fonte: figura adaptada de 

(HOUŠŤ; SPÍŽEK; HAVLÍČEK, 2020). 

 

As equinocandinas são usadas para o tratamento da candidíase invasiva com base nos 

resultados de três ensaios clínicos definidores nos quais a caspofungina, a micafungina e a 

anidulafungina foram mostradas como não inferiores à anfotericina B, anfotericina B 

lipossomal e ao fluconazol, respectivamente (KUSE et al., 2007; MORA-DUARTE et al., 2002; 

REBOLI et al., 2007). Esses agentes são caracterizados por seu amplo espectro de atividade, 

baixa incidência de interações medicamentosas e uma relativa ausência de efeitos adversos 

(ZAAS; ALEXANDER, 2005). 

Todos os três agentes equinocandinas são fungicidas dependente da dose contra as 

espécies de Candida, incluindo aqueles isolados resistentes a antifúngicos azólicos 

(OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003; PFALLER et al., 2003, 2005). Ao contrário da classe 

de antifúngicos azólicos, observou-se que as equinocandinas apresentam atividade contra o 

biofilme fúngico e a formação de biofilme (PRAŻYŃSKA; BOGIEL; GOSPODAREK-

KOMKOWSKA, 2018; SOUSTRE, 2004). 
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Todos os agentes da classe das equinocandinas estão disponíveis apenas como 

formulação parenteral. A caspofungina não requer ajuste de dosagem em pacientes com 

insuficiência renal; no entanto, esse fármaco requer uma redução da dosagem em pacientes com 

insuficiência hepática moderada. A micafungina e a anidulafungina não requerem ajuste de 

dosagem para insuficiência hepática ou renal. As equinocandinas são geralmente bem toleradas; 

no entanto, casos de hepatotoxicidade e reações relacionadas à infusão estão associados a essa 

classe (KOFLA; RUHNKE, 2011). 

As equinocandinas atualmente licenciadas, como dito anteriormente são aprovadas para 

uso apenas como formulação parenteral. No entanto, recentemente alguns estudos com uma 

nova equinocandina designada de CD101 tem sido conduzida contra Candida spp. nos casos 

agudos de candidíase vulvovaginal e comparada com o fluconazol. Nesse ensaio clínico 

randomizado, as formulações em gel e pomada de CD101 mostraram-se seguras e bem 

toleradas. Ambas as formulações resultaram em taxas semelhantes de curas clínicas, 

micológicas e terapêuticas na CVV, embora não tenha poder para mostrar superioridade sobre 

o fluconazol. As taxas de cura em todas as categorias foram numericamente, mas não 

estatisticamente, menores do que o padrão atual, de fluconazol 150mg por via oral. 

Adicionalmente, verificou-se que a maioria dos indivíduos com leveduras do gênero Candida, 

diferentes da C. albicans, não obteve sucesso no tratamento em todas as coortes (BOIKOV et 

al., 2017; NYIRJESY et al., 2019). 

Ademais, a CD101 como uma nova equinocandina com meia-vida longa em 

desenvolvimento clínico para o tratamento de candidemia/candidíase invasiva e CVV, tem sido 

alvo de surgimento de cepas de Candida resistentes a esse fármaco, apesar da resistência as 

equinocandinas ser relativamente rara (LOCKE et al., 2016). 

 

2.4.5 Triterpenóides (Ibrexafungerp) 

 

O ibrexafungerp, é um agente experimental no tratamento de doenças fúngicas, é o 

primeiro membro da classe dos antifúngicos triterpenóides, atuando no mesmo alvo que as 

equinocandinas, e está disponível por via oral com evidência de boa penetração tecidual em 

muitos locais no corpo humano (WRING et al., 2019). 

Em 2021, o ibrexafungerp foi aprovado nos Estados Unidos para o tratamento da 

candidíase vulvovaginal (CVV), com base em dois estudos clínicos de Fase 3, randomizados, 

duplo-cegos e controlados por placebo. Em ambos os ensaios clínicos (VANISH 303 e 

VANISH 306), o ibrexafungerp 300mg por dia foi comparado com um placebo. Os pacientes 
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que receberam ibrexafungerp tiveram taxas significativamente mais altas de cura clínica. As 

taxas de cura foram de 50,5% para ibrexafungerp e 28,6% para o placebo; p < 0,001, 63,3% vs. 

44,0%, p = 0,007 em VANISH 303 e VANISH 306; respectivamente, erradicação micológica 

(49,5% para ibrexafungerp vs. 19,4% para o placebo, p < 0,001 e 58,5% vs. 29,8%, p< 0,001 

em VANISH 303 e VANISH 306, respectivamente) e sucesso terapêutico geral (36,0% para 

ibrexafungerp vs. 12,6% para o placebo, p < 0,001 e 46,1% vs. 28,4%, p = 0,022 em VANISH 

303 e VANISH 306, respectivamente) (SCHWEBKE et al., 2022; SOBEL et al., 2022). Além 

disso, no acompanhamento com ibrexafungerp, houve resolução dos sintomas e melhora 

significativa em comparação com o placebo. Os estudos indicaram que o ibrexafungerp foi bem 

tolerado, com efeitos adversos predominantemente gastrointestinais e de gravidade leve a 

moderada, incluindo diarreia (17%), náusea (12%) (MCCARTHY, 2022). 

Além do mais, devido a estudos pré-clínicos em animais nos quais foi relatada 

teratogenicidade, ibrexafungerp é contraindicado na gravidez. A contracepção deve ser usada 

durante o tratamento e por pelo menos 4 dias após a conclusão da última dose em mulheres com 

possibilidade de gravidez (PHILLIPS; ROCKTASHEL; MERJANIAN, 2023). No entanto, 

como o fluconazol foi o único azólico oral aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) 

para CVV, enquanto os antifúngicos orais polieno (nistatina, não é absorvido e, portanto, não 

trata a CVV) e as equinocandinas que não são aprovados para esta condição, o ibrexafungerp 

parece ser uma importante alternativa (CAROLUS et al., 2020; GROVER, 2010). 

O ibrexafungerp é estruturalmente distinto das equinocandinas (Figura 7) e é um 

derivado semissintético do glicosídeo triterpeno hemiacetal de ocorrência natural 

enfumafungina que incorpora uma piridina triazol na posição 15 do núcleo do sistema de anéis 

de ácido fenantropirano carboxílico e um 2-amino-2,3,3-trimetil-butil éter na posição 14 para 

melhorar a potência antifúngica e as propriedades farmacocinéticas. Comparado com as 

equinocandinas, o ibrexafungerp tem as vantagens de biodisponibilidade oral, um maior volume 

de distribuição e sua ligação à glucano sintase parece distinta daquela das equinocandinas, 

levando à retenção da atividade contra a maioria dos isolados de Candida spp. resistentes à 

equinocandinas (DAVIS et al., 2020; WRING et al., 2017). 
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Figura 7. Estruturas moleculares da caspofungina (esquerda) e ibrexafungerp (direita). 

 

 

 

 

 

 

 

              Estruturas vermelhas indicam componentes estruturais centrais. Fonte: (ANGULO et al., 2022). 

 

O ibrexafungerp interrompe a síntese da parede celular fúngica através da inibição da 

1,3-β-D-glucano sintase (MCCARTHY, 2022). A inibição da glucano sintase também é o 

mecanismo de ação das equinocandinas e demonstrou resultar em um efeito clinicamente 

significativo no tratamento de infecções fúngicas. Como o ibrexafungerp tem como alvo uma 

via enzimática que não é encontrada em células humanas, ele apresenta um baixo risco de 

efeitos adversos farmacodinâmicos (Figura 8). 

 

Figura 8. Local e mecanismo de ação do ibrexafungerp. 

Fonte: (ANGULO et al., 2022). 
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2.5 RESISTÊNCIA AOS ANTIFÚNGICOS 

 

O termo resistência pode ser definido como uma cepa que possui uma concentração 

inibitória mínima (CIM) para um determinado antifúngico acima de um certo limite ou 

breakpoint específico; a resistência também pode ser usada de forma mais ampla para indicar 

uma cepa com um aumento na CIM a um medicamento antifúngico em relação a uma cepa de 

controle ou referência (BERMAN; KRYSAN, 2020). 

A resistência microbiana às drogas antifúngicas é resultado de múltiplos fatores e surge 

por uma série de mecanismos moleculares (Figura 9). Considerando que alguma resistência 

intrínseca ou primária (presente em organismos que nunca foram expostos à drogas de 

interesse) foi encontrada naturalmente, por exemplo, Pichia kudriavzevii (C. krusei), 

Nakaseomyces glabrata (C. glabrata) e Aspergillus spp. resistentes ao fluconazol 

(BEARDSLEY et al., 2018; MORIO et al., 2017; SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-

FLÖRL, 2015), a resistência adquirida ou secundária (que surge somente após a exposição do 

organismo à droga e é caracterizada por uma alteração na expressão gênica, quando em 

presença do agente antifúngico) tem sido uma consequência de terapias de longo prazo, 

profilaxia generalizada, ou uso de antifúngicos na agricultura, especialmente no caso dos 

triazóis (VERWEIJ et al., 2016). A exposição ambiental de A. fumigatus a fungicidas triazólicos 

pode explicar sua resistência em pacientes antes nunca expostos a essa classe farmacológica 

(BERGER et al., 2017). Além disso, a resistência secundária pode ocorrer após a transmissão 

vertical e horizontal em animais e humanos (BLISS et al., 2008; CUTLER et al., 2011). 
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Figura 9. Diferentes mecanismos de multirresistência de células fúngicas. 

 

Os principais mecanismos de resistência aos fármacos azólicos, polienos, equinocandinas e flucitosina incluem: 

(a) alteração do alvo enzimático (genes que codificam enzimas da via biossintética do ergosterol – AZÓIS, glucano 

sintases – EQUINOCANDINAS, citosina desaminase ou uracil fosforribosiltransferase – FLUCITOSINA) 

levando a má ligação de drogas tóxicas aos seus sítios-alvo enzimáticos, (b) superexpressão de proteínas de efluxo 

de drogas levando ao aumento do efluxo – AZÓIS, (c) mudanças na propriedade/composição da membrana 

afetando a importação normal de drogas – FLUCITOSINA, (d) Redução de esteróis na membrana plasmática – 

POLIENOS. As bolinhas coloridas indicam moléculas de antifúngicos. Fonte: (DE OLIVEIRA SANTOS et al., 

2018). 

 

2.5.1 Resistência aos azóis 

 

A elevada resistência aos azóis é principalmente resultado de sua natureza fungistática 

e não fungicida (REVIE et al., 2018; SANGLARD; COSTE, 2016). Alguns mecanismos de 

resistência aos antifúngicos azólicos foram elucidados para Candida spp. e podem ser 

classificadas principalmente como: 1) alterações na parede celular ou na membrana plasmática, 

levando à má absorção do fármaco; 2) alterações na afinidade do alvo do medicamento (isto é, 

gene ERG11), devido a mutações ou ainda superexpressão deste; 3) efluxo de fármacos 

mediado por proteínas transportadoras de membrana pertencentes aos transportadores ATP-

binding cassete (ABC), a saber CDR1 e CDR2 ou o major facilitator superfamily (MFS), 

CaMDR1; e 4) formação de biofilme (FLOWERS et al., 2015; PEREIRA et al., 2021; RYBAK 

et al., 2019, 2020). Frequentemente a resistência antifúngica descrita em cepas de C. albicans 
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geralmente é uma combinação dos mecanismos mencionados acima, tornando o tratamento 

ainda mais difícil (IVANOV et al., 2020). 

 

2.5.2 Resistência aos polienos 

 

Isolados clínicos de fungos resistentes à anfotericina B são raros e os mecanismos de 

resistência são pouco compreendidos. Mutações em genes envolvidos na via de biossíntese do 

ergosterol, especificamente ERG2, ERG3, ERG5, ERG6 e ERG11, foram identificados em 

isolados de C. albicans resistentes à anfotericina B, levando a níveis diminuídos de ergosterol 

na membrana celular. Dessa forma, a diminuição do conteúdo de ergosterol na membrana da 

célula fúngica diminui a interação anfotericina B-ergosterol e resulta na diminuição da atividade 

dos polienos (ELLIS, 2002; JENSEN et al., 2015; MARTEL et al., 2010). Isolados de Candida 

e Cryptococcus resistentes aos polienos apresentam menor teor de ergosterol do que em 

isolados suscetíveis (ESPINEL-INGROFF, 2008). Além das alterações genéticas, o tratamento 

com azóis também tem sido atribuído ao aumento da resistência aos polienos em espécies de 

Candida, como consequência da redução dos níveis de ergosterol celular mediada por essa 

classe farmacológica. Isolados de C. albicans, o agente etiológico mais comum das infecções 

fúngicas invasivas, foram documentados para desenvolver resistência à anfotericina B, mas isso 

só foi observado em combinação com resistência a antifúngicos azólicos (CAROLUS et al., 

2020; KELLY et al., 1997; MARTEL et al., 2010). 

 

2.5.3 Resistência à flucitosina 

 

A 5-FC é conhecida por seu rápido desenvolvimento de resistência; portanto, é usada 

apenas em terapia combinada com AMB e triazóis. Resistência primária e secundária em 

Candida spp. clinicamente relevantes surgiram como consequência de alterações nos genes 

FCY2, FCY1 e FUR1 responsáveis pela captação de 5-FC e sua conversão, respectivamente 

(COSTA et al., 2015; DELMA et al., 2021). 

A resistência intrínseca à flucitosina é resultado de mutações na purina citosina 

permease (Fcy2), que prejudica a captação celular do fármaco. A resistência secundária 

geralmente se correlaciona com mutações na enzima uracil fosforibosiltransferase (Fur1) ou na 

citosina desaminase (Fca1), impedindo assim a conversão de 5-fluorouracil em sua forma ativa 

(KANAFANI; PERFECT, 2008; VANDEPUTTE et al., 2011; VANDEPUTTE; FERRARI; 

COSTE, 2012). 
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2.5.4 Resistência às equinocandinas 

 

Isolados de Candida resistentes as equinocandinas são raros, mas como esses fármacos 

estão sendo usados com mais frequência, a incidência de resistência certamente aumentará. Ao 

contrário dos antifúngicos azólicos, não foi documentado que as bombas de efluxo contribuam 

para a resistência a esses medicamentos (LEE et al., 2021). 

A diminuição da suscetibilidade à equinocandinas ocorre por meio de 3 mecanismos 

principais: (1) respostas adaptativas ao estresse, que resultam em conteúdo elevado de quitina 

na parede celular fúngica e crescimento paradoxal in vitro na concentração do fármaco acima 

da CIM; (2) mutações adquiridas no gene FKS1, que conferem sensibilidade diminuída à 1,3-

β-D-glucano sintase e CIMs elevadas estão frequentemente associadas a falha clínica; e (3) 

mutações intrínsecas no gene FKS1, que são mutações de ocorrência natural em C. parapsilosis 

e C. guilliermondii que conferem níveis elevados de CIM, mas sensibilidade relativamente 

maior à 1,3-β-D-glucano sintase em comparação com mutações adquiridas da FKS1 (GARCIA-

EFFRON; PARK; PERLIN, 2009; SANGLARD, 2016). 

Alguns estudos também relataram que mutações no gene FKS1 produzem alterações na 

morfologia da parede celular de C. albicans, observando-se uma diminuição nos níveis de 1,3-

β-D-glucano sintase em contraste com o aumento da quantidade de quitina em resposta à 

exposição às equinocandinas. Os dados sugerem que o aumento da quitina na parede celular de 

C. albicans pode fornecer maior oportunidade para adquirir mutações no FKS1, mesmo sem 

exposição a esses fármacos (GROSSMAN; CHILLER; LOCKHART, 2014; WIEDERHOLD 

et al., 2011). 

 

2.6 LIMITAÇÕES NA UTILIZAÇÃO DOS ANTIFÚNGICOS 

 

Atualmente há várias moléculas com potencial antifúngico significativo em pesquisa, 

tais como: derivados de triterpenoides, enfumafugina, nicomicinas proveniente de 

Streptomyces, entre outros. No entanto, ainda existe um repertório muito limitado de drogas 

antifúngicas para o tratamento dessas infecções, em parte devido à estreita relação evolutiva 

entre esses patógenos eucarióticos e seus hospedeiros. O que aumenta as dificuldades para 

desenvolver antifúngicos específicos, que afetem sobremaneira as células fúngicas e não do 

hospedeiro (BOUZ; DOLEŽAL, 2021; NICOLA et al., 2019). 

O tratamento das micoses humanas não é sempre efetivo, pois a recorrência é comum, 

o que evidencia a limitada eficácia dos fármacos antifúngicos disponíveis, os quais apresentam 
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também importante toxicidade. Além disso, o desenvolvimento de espécies resistentes tem sido 

bastante expressivo (BERMAN; KRYSAN, 2020; FIDEL et al., 1993; PAPPAS et al., 2009). 

Nesse aspecto, há uma preocupação com a crescente resistência a novos agentes 

antifúngicos. A eficácia terapêutica da maioria das drogas antifúngicas é comprometida pelo 

surgimento de cepas resistentes a drogas e superinfecção com cepas multirresistentes. Assim, o 

combate às infecções por Candida, particularmente aquelas que são devido a cepas resistentes, 

continuam a ser um grande desafio para os clínicos (BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 

2020; REVIE et al., 2018). 

O surgimento e a diversidade de cepas resistentes às drogas clássicas, a sua toxicidade, 

os custos do tratamento, interações medicamentosas significativas e biodisponibilidade 

insuficiente, tem incentivado uma busca contínua por novos antifúngicos mais efetivos e 

sobretudo, mais seguros que os já existentes (BERMAN; KRYSAN, 2020; PERSONETT et al., 

2019; RYBAK et al., 2019). 

Um dos maiores desafios no desenvolvimento de drogas antifúngicas estão nas 

similaridades compartilhadas entre os fungos e o hospedeiro. Para desenvolver novas drogas, é 

necessário ter em mente que um eficiente antifúngico deve atuar com máxima especificidade 

nos fungos apresentando baixa toxicidade para o hospedeiro (SALCI et al., 2018). Sendo assim, 

alguns critérios devem ser considerados na perspectiva de selecionar alvos para intervenção de 

novos produtos antifúngicos. Primeiramente, eles precisam ser seletivos, (i. e), os alvos devem 

ser únicos nos fungos ou suficientemente diferentes do hospedeiro. Em seguida, os alvos 

precisam necessariamente ser essenciais para o crescimento e viabilidade dos fungos em estudo. 

E em terceiro lugar, os alvos devem ser bem caracterizados, onde seu papel fisiológico e 

natureza bioquímica devem ser compreendidos (FUENTEFRIA et al., 2018; IVANOV; ĆIRIĆ; 

STOJKOVIĆ, 2022). 

Moléculas bioativas provenientes de plantas medicinais e ervas têm se tornado de 

grande interesse devido às suas aplicações e versatilidade. Nesse sentido, desempenham um 

papel importante como fonte de inovação de agentes terapêuticos para várias condições 

médicas, incluindo doenças infecciosas (ATANASOV et al., 2021; CALIXTO, 2019; HOWES 

et al., 2020; YUAN et al., 2016). 

 

2.7 PLANTAS MEDICINAIS 

 

O ser humano sempre conviveu com uma grande variedade de espécies vegetais, 

desenvolvendo maneiras particulares de explorá-las para diferentes finalidades. Entre elas, 
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destaca-se a utilização de plantas para fins terapêuticos. Desde os tempos pré-históricos, as 

populações humanas têm utilizado plantas para tratar e prevenir diversas enfermidades. Em 

todo o mundo, o uso de plantas medicinais contribui significativamente com os primeiros 

cuidados com a saúde, embora seus constituintes químicos nem sempre sejam conhecidos 

(FERREIRA et al., 2014; PETROVSKA, 2012; SILVA et al., 2012; SURESH KUMAR, 2015). 

Plantas medicinais e aromáticas são amplamente empregadas na “medicina popular” e 

têm sido extensivamente estudadas por cientistas a fim de encontrar compostos mais eficazes e 

menos tóxicos. Estas constituem uma importante fonte de novos compostos biologicamente 

ativos, contendo uma série de substâncias que podem ser usadas para o tratamento de diferentes 

doenças infecciosas (ANAND et al., 2019; SILVA; FERNANDES JÚNIOR, 2010). 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) define planta medicinal como sendo “todo e 

qualquer vegetal que possui, em um ou mais órgãos, substâncias que podem ser utilizadas com 

fins terapêuticos ou que sejam precursores de fármacos semissintéticos” (VEIGA; PINTO; 

MACIEL, 2005).  

O Brasil é o país com a maior biodiversidade de plantas do mundo. Possui mais de 55 

mil espécies descritas, o que corresponde a 22% do total mundial. A grande biodiversidade de 

espécies vegetais presentes no Brasil constitui uma de suas maiores riquezas e se destaca como 

fonte para obtenção de novas substâncias com finalidades terapêuticas (CAIQUE BARBOSA 

DOS SANTOS, 2020). 

É provável que a intensa pressão seletiva exercida pelos microrganismos sobre as 

plantas resultou na evolução de uma ampla variedade de compostos fitoquímicos com atividade 

antifúngica, conforme tem sido demonstrado pelas pesquisas de isolamento de componentes 

antifúngicos ativos provenientes dos extratos brutos das plantas (DERBYSHIRE, 2020; 

HOWLETT et al., 2017). 

Os produtos naturais constituem uma fonte privilegiada e insubstituível de compostos 

químicos com várias funções terapêuticas. Inúmeros compostos derivados de plantas 

medicinais têm sido utilizados como protótipos para a síntese de novos fármacos 

antimicrobianos menos tóxicos e mais eficazes. Isso se deve às características únicas das 

moléculas antimicrobianas naturais, ou seja, a sua imensa diversidade molecular, 

permeabilidade celular intrínseca, e especificidade bioativa (CALIXTO, 2019; DZOBO, 2022; 

NEWMAN; CRAGG, 2020). 

Os produtos químicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos em dois grandes 

grupos. Os primeiros, denominados metabólitos primários ou macromoléculas, são essenciais 

a todos os seres vivos. Incluem os lipídeos, proteínas e carboidratos, que têm funções vitais 
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bem definidas. Os produtos do metabolismo primário, por meio de rotas biossintéticas diversas, 

originam às custas de energia, o segundo grupo de compostos químicos – os metabólitos 

secundários ou micromoléculas - que geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peso 

molecular, marcantes atividades biológicas, e diferentemente daqueles do metabolismo 

primário, são encontrados em concentrações relativamente baixas e em determinados grupos de 

plantas (ERB; KLIEBENSTEIN, 2020; OBATA; OBATA, 2019). 

Os metabólitos secundários garantem vantagens para sobrevivência dos vegetais e para 

a perpetuação de sua espécie em seu ecossistema. Apresentam várias funções, como por 

exemplo, a defesa contra herbívoros e microrganismos, a proteção contra os raios UV e a 

atração de polinizadores ou animais dispersores de sementes. Os vegetais possuem elevada 

capacidade biossintética de metabólitos secundários, tanto em relação ao número de substâncias 

produzidas, quanto à sua diversidade numa mesma espécie (BÖTTGER et al., 2018; KABERA 

et al., 2014). 

Os metabólitos secundários apresentam várias atividades biológicas. Em que muitos são 

de importância comercial tanto na área farmacêutica quanto nas áreas alimentar, agronômica e 

de perfumaria, entre outras. Entre os metabólitos secundários, os principais grupos de 

compostos encontrados com atividade biológica são os alcalóides, flavonóides, cumarinas, 

taninos, quinonas e óleos essenciais (AKHTAR; SWAMY; SINNIAH, 2019). Quimicamente, 

a maioria dos óleos essenciais é constituída de derivados fenilpropanóides ou de terpenóides, 

no entanto estes últimos predominam (DE GROOT; SCHMIDT, 2016). 

 

2.8 TERPENOS 

 

Os terpenos fazem parte da composição dos óleos essenciais, os quais têm diversas 

aplicações na indústria, como na produção de perfumes e cosméticos, além de apresentarem 

várias propriedades farmacológicas (COX-GEORGIAN et al., 2019).  

Os terpenoides são formados quando moléculas de isopreno se unem por meio de uma 

condensação. Essas moléculas de isopreno, por sua vez, são sintetizadas a partir do ácido 

mevalônico. Os compostos terpênicos são classificados com base no número de átomos de 

carbono em suas moléculas. Existem os hemiterpenos ou isoprenos (5 carbonos), monoterpenos 

(10 carbonos), sesquiterpenos (15 carbonos), diterpenos (20 carbonos), sesterpenos (25 

carbonos), triterpenos (30 carbonos), tetraterpenos (40 carbonos) e poli-isoprenoides (n 

carbonos) (GALATA; SARKER; MAHMOUD, 2014; SOBRAL et al., 2014). 
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Os monoterpenos e sesquiterpenos são os terpenos mais comuns encontrados em óleos 

essenciais, com os monoterpenos representando cerca de 90% dos óleos voláteis. Os 

monoterpenos podem ser classificados em três subgrupos com base em sua estrutura: acíclicos, 

que incluem compostos como mirceno, linalol e geraniol; monocíclicos, que incluem alfa-

terpineol e terpinoleno; e bicíclicos, que incluem alfa-pineno, tujona, cânfora e fenchona (DE 

GROOT; SCHMIDT, 2016). 

 

2.8.1 Linalol 

 

O linalol, é um álcool terciário monoterpeno acíclico que possui um mercado global de 

produção avaliado em US$ 9,980 milhões em 2019, com expectativa de alcançar US$ 12,300 

milhões em 2024. Atualmente é predominantemente produzido por meio de síntese química. 

Esse composto aromático é utilizado em uma variedade de aplicações, como perfumes, loções, 

sabonetes, xampus, detergentes e produtos de limpeza não cosméticos (CAPUTI; APREA, 

2011; FERRAZ et al., 2021). 

O linalol como produto natural é encontrado em muitas plantas, sendo um componente 

chave de suas frações voláteis. Dentre estas, pode-se citar: Lavandula latifolia (lavanda-

portuguesa ou alfazema-brava), Lippia alba (melissa ou falsa-melissa, ou ainda erva-cidreira), 

Lavandula angustifolia (lavanda-verdadeira ou lavanda-inglesa), Coriandrum sativum L. 

(coentro), Aniba rosaeodora Ducke (pau-rosa) etc (AN et al., 2021). 

 

O linalol apresenta várias outras atividades biológicas além de sua atividade 

antimicrobiana:  

- Anti-inflamatória (PEANA et al., 2003); 

- Antioxidante (LIU et al., 2012); 

- Antiaterosclerótica in vivo (CHO et al., 2011); 

- Neuroprotetor na doença de Parkinson e Alzheimer (DE LUCENA et al., 2020; 

SABOGAL-GUÁQUETA; OSORIO; CARDONA-GÓMEZ, 2016); 

- Anticancerígeno (ELBE et al., 2022; SILVA et al., 2021); 

- Sedativo, ansiolítico, anticonvulsivante e antidepressivo (KASPER et al., 2010); 

- Desempenha efeito cardioprotetor no infarto do miocárdio em modelos de ratos 

(MOHAMED et al., 2021); 

- Efeito anti-hipertensivo (LIANG et al., 2021); 
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O linalol tem efeito antimicrobiano conhecido contra uma vasta variedade de bactérias 

e fungos: 

 

Bactérias Gram-positivas 

 

Micrococcus flavus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 

aureus, Listeria monocytogenes (SOKOVIĆ et al., 2010) e Listeria inocua (ZENGIN; 

MOLECULES; 2014, 2014); 

 

Bactérias Gram-negativas 

 

Salmonella enterica (SOKOVIĆ et al., 2010), Vibrio fluvialis, Escherichia coli 

(GHOSH et al., 2019), Pseudomonas aeruginosa (SOKOVIĆ et al., 2010), Pseudomonas 

fluorescens (GUO et al., 2021), Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis (SOKOVIĆ et al., 

2010), Campylobacter jejuni, Campylobacter coli (DUARTE et al., 2016), Serratia 

liquefaciens (ZENGIN; MOLECULES; 2014, 2014), Porphyromonas gingivalis, Prevotella 

intermedia, Prevotella nigrescens, Fusobacterium nucleatum e Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (PARK et al., 2012). 

 

Fungos 

 

Candida albicans, Candida glabrata (HSU et al., 2013), Candida tropicalis (SOUZA 

et al., 2016), Trichophyton rubrum (DE OLIVEIRA LIMA et al., 2017), Microsporum canis e 

Nannizzia gypsea (Microsporum gypseum) (SILVA et al., 2017). 

 

Embora o linalol em si não seja alergênico e não cause sensibilização da pele, sua auto-

oxidação pela exposição atmosférica pode levar à formação de óxidos de linalol, incluindo 

hidroperóxidos, óxidos de furano, piranóxidos, álcoois e linalil aldeído. Esses compostos 

demonstraram apresentar propriedades de sensibilização da pele em ensaios como o teste de 

linfonodo local e estudos de aplicação repetida (ANDERSCH BJÖRKMAN et al., 2014; 

APROTOSOAIE et al., 2014; TER BURG et al., 2014). O nível de efeito adverso não observado 

(NOAEL) e o nível de efeito adverso observado mais baixo (LOAEL) para exposição dérmica 

humana ao linalol foram 250mg/kg de peso corporal/dia e 1000mg/kg peso corporal/dia, 

respectivamente (BELSITO et al., 2008).  
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O linalol não é fototóxico nem genotóxico. Vários modelos in vitro (bactérias, células 

fibroblásticas, entre outras) e estudos in vivo com (ratos Sprague-Dawley) foram usados para 

testar a genotoxicidade do linalol e confirmaram que esse monoterpeno não induz modificações 

no material genético (API et al., 2015; MARNETT et al., 2014). Adicionalmente, Silva et al. 

(2020) analisaram a genotoxicidade do Ocimum basilicum L. e do seu fitoconstituinte 

majoritário, o linalol. Nesse estudo, conduzido em camundongos Swiss (Mus musculus), foi 

administrado via gavagem o óleo essencial do Ocimum basilicum L. e o linalol em doses de 

100 e 200mg/Kg do peso do animal, e dessa forma através de testes de micronúcleos em células 

de sangue periférico, contataram a ausência de efeitos genotóxicos. 

Ainda é importante relatar que o linalol em ensaios in vitro conduzidos com eritrócitos 

humanos, células de carcinoma epidermóide (HEP2) e câncer de próstata (PC3), demonstraram 

potente atividade antioxidante nos ensaios de peroxidação lipídica e alta atividade inibitória nos 

ensaios de hemólise, bem como baixo potencial citotóxico em células HEP2 e PC3 

(ELGENDY; SEMEIH, 2019; SILVA, 2015). 

Os possíveis efeitos adversos do linalol na função reprodutiva humana ainda estão sendo 

estudados. No entanto, em estudos realizados com ratas Sprague-Dawley, os valores de 

NOAEL materno e de desenvolvimento fetal foram estabelecidos em 500mg/kg de peso 

corporal/dia e 1.000mg/kg de peso corporal/dia, respectivamente (APROTOSOAIE et al., 

2014; MARNETT et al., 2014). 

Sendo assim, com base em estudos in vivo em ratos e camundongos, o linalol apresenta 

baixa toxicidade aguda, por via oral e cutânea. Portanto, o linalol é aprovado e geralmente 

reconhecido como seguro (generally recognized as safe) (GRAS) pela Food and Drug 

Administration (FDA) (LAPCZYNSKI; LETIZIA; API, 2008). 

Embora o linalol tenha vários efeitos benéficos no corpo humano, poucos dados estão 

disponíveis sobre seu metabolismo em humanos. As biotransformações do linalol foram 

realizadas usando CYP2D6 e CYP2C19 recombinantes humanos. Ambas as isoformas CYP 

estão presentes na pele humana. O produto majoritário foi o cis- e trans-8-hidroxilinalol 

(MEESTERS; DUISKEN; HOLLENDER, 2007). 

Em animais, as primeiras tentativas de estudar o metabolismo do linalol in vivo foram 

feitas no início do século XX, quando em 1904 Hildebrandt realizou pesquisas em coelhos. Ele 

mostrou que o linalol é excretado como glicuronídeo (ROFFEY; WALKER; GIBSON, 1990). 

No ano de 1974, uma pesquisa realizada por Parke; Rahman e Walker, (1974), investigaram a 

distribuição do composto [14C] linalol em ratos. Os resultados indicaram que, após uma única 

dose oral, aproximadamente 58% do linalol administrado foi eliminado na urina, sendo que 
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25% foi liberado como 14CO2 no ar expirado e 16% foi encontrado nas fezes após 72 horas. 

Além disso, cerca de 10% da dose administrada foi excretada na forma de [14C] ureia na urina. 

Estudos subsequentes revelaram que o linalol é inicialmente metabolizado pelas isoenzimas do 

citocromo P-450 (CYP) em di-hidrolinalol, tetra-hidrolinalol e 8-hidroxilinalol, este último 

sendo então oxidado a 8-carboxilinalol. O composto final é, então, transformado em um 

conjugado de glicuronídeo e excretado do organismo (CHADHA; MADYASTHA, 1984). 
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3 OBJETIVOS 

 

3. 1 GERAL 

 

Analisar o potencial antifúngico do linalol frente a cepas de Candida albicans oriundas 

de secreções vulvovaginais. 

 

3.2 ESPECÍFICOS 

 

▪ Investigar as propriedades farmacocinéticas e toxicológicas in silico (absorção, 

distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade – ADMET) do linalol; 

 

▪ Determinar a concentração inibitória e fungicida mínima (CIM e CFM) do linalol frente 

as cepas de C. albicans; 

 

▪ Explorar as interações do linalol na célula fúngica (mecanismos de ação), com ênfase 

na parede e membrana plasmática; 

 

▪ Estabelecer os tipos de interações do linalol em associação com o fluconazol e a 

nistatina frente as cepas de C. albicans; 

 

▪ Examinar o potencial inibitório do linalol na formação de biofilme de C. albicans de 

secreções vulvovaginais; 

 

▪ Estudar as interações moleculares do linalol com as enzimas fúngicas (1,3-β-glucano 

sintase, lanosterol 14α-demetilase (ERG 11 ou CYP51) e Δ 14-esterol redutase (ERG 

24) através do docking molecular; 

 

▪ Descrever as interações, trajetórias e energia livre do complexo (1,3-β-glucano sintase 

– linalol) por meio da dinâmica molecular. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 LOCAL DA PESQUISA  

  

Este trabalho foi realizado no Laboratório de Pesquisas de Atividade Antibacteriana e 

Antifúngica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos, Departamento de Ciências 

Farmacêuticas (DCF), localizado no Centro de Ciências da Saúde (CCS) da Universidade 

Federal da Paraíba (UFPB). 

 

4.2 CEPAS FÚNGICAS  

 

Para os ensaios de atividade antifúngica foram selecionadas um total de 14 cepas 

fúngicas de Candida albicans. Destas, 12 linhagens são clínicas de secreções vulvovaginais 

(LM 37, LM 41, LM 74, LM 129, LM 157, LM 160, LM 165, LM 207, LM 230, LM 240, LM 

246, LM 319) e 2 são padrão (C. albicans ATCC® 76485 e C. albicans SC 5314 (ATCC® MYA-

2876™)). Todas as cepas são oriundas da coleção do Laboratório de Pesquisas de Atividade 

Antibacteriana e Antifúngica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos. As linhagens 

fúngicas foram mantidas em tubos de ensaio contendo Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) (Difco 

Laboratories Ltda), a uma temperatura de 4°C. Foram utilizadas para os ensaios, repiques de 

48 horas incubados à 35 ± 2°C (DUNLAP; MADIGAN; MARTINKO, 2010; GARY et al., 

2018). 

 

4.3 MEIOS DE CULTURA 

 

Para a manutenção das linhagens fúngicas, bem como a realização dos ensaios de 

atividade antimicrobiana, foram utilizados Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) (peptona 5g, 

caseína 5g, dextrose 40g, ágar 15g e água destilada q.s.p. 1000 mL) e o meio líquido RPMI 

1640-L-glutamina (Roswell Park Memorial Institute) (sem bicarbonato de sódio), ambos 

adquiridos da Difco (Difco Laboratories Ltda, USA), os quais foram preparados conforme as 

instruções dos fabricantes. Antes de sua utilização, os meios de cultura foram solubilizados em 

água destilada e esterilizados em autoclave à 121ºC por 15min (DUNLAP; MADIGAN; 

MARTINKO, 2010; GARY et al., 2018). 
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4.4 SUBSTÂNCIAS 

 

Para o estudo da atividade antifúngica foi utilizado como produto-teste o monoterpeno 

sintético linalol [3,7-dimetil octa-1,6-dienol-3] (Figura 1) (pureza: 98,7%) adquirido 

comercialmente da Quinarí® (Ponta Grossa, PR, Brasil). A solução de trabalho foi preparada 

no momento de execução dos ensaios, utilizando 10μL do linalol devidamente solubilizado em 

150μL (3%) de dimetilsulfóxido (DMSO) adicionados de 50μL (1%) de tween 80. Em seguida, 

foi completado com água destilada esterilizada (q.s.p. 5mL) para obtenção de uma emulsão na 

concentração inicial de 1024µg/mL (HOOD et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2007). 

Analogamente, os fármacos utilizados como controles na execução das metodologias foram os 

antifúngicos fluconazol (FLU), nistatina (NYS) e anfotericina B (AMB). Estes fármacos foram 

adquiridos comercialmente da Sigma-Aldrich® (São Paulo-SP, Brasil) e preparados segundo as 

especificações dos fabricantes e nas concentrações adequadas para cada ensaio. 

 

Figura 10. Estrutura química do linalol. 

 

 

 

 

 

 

 

 
         Fonte: autor (2023). 

 

4.5 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS 

 

4.5.1 Inóculo 

 

A preparação dos inóculos foram realizadas a partir de culturas recentes de cada uma 

das 14 cepas selecionadas de C. albicans, previamente cultivadas em tubos esterilizados 

contendo ASD inclinado e incubadas à 35 ± 2ºC por 24-48h para atingirem o crescimento 

satisfatório. No preparo das suspensões das linhagens fúngicas, as colônias recentes foram 

diluídas em 5mL de solução salina estéril (NaCl 0,85% p/v). Em seguida, essas suspensões 
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foram agitadas por 15s com auxílio do aparelho vórtex (Fanem), comparando-se e ajustando-

se, posteriormente sua turbidez com uma suspensão de sulfato de bário, tubo n° 0.5 da escala 

de McFarland, o qual corresponde à um inóculo de aproximadamente 1-5 × 106 unidades 

formadoras de colônias por mililitros (UFC/mL) (CLSI, 2012; HADACEK; GREGER, 2000). 

 

4.5.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

Os ensaios de atividade antifúngica foram realizados conforme os protocolos de 

Hadacek, Greger (2000) e o documento M27 do CLSI (2012) com pequenas modificações. 

A determinação da CIM do linalol sobre as cepas de C. albicans foi realizada através da 

técnica de microdiluição em placas para cultura de células de 96 poços (Kasvi, Kasvi Imp e 

Dist. Prod/Laboratório LTD, Curitiba, Brasil). Inicialmente foram adicionados 100μL de 

RPMI-1640-L-glutamina e sem bicarbonato duplamente concentrado nos orifícios da placa. Em 

seguida, 100μL da emulsão do linalol duplamente concentrado foram adicionados nas 

cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma diluição seriada a uma razão de 2, 

foram obtidas concentrações de 1024 à 4μg/mL. Por fim, foram adicionados 10μL dos inóculos 

fúngicos (1-5 × 106 UFC/mL) nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa 

fúngica.  

O controle de crescimento dos microrganismos foi realizado colocando-se nas cavidades 

da placa 100μL do RPMI-1640 duplamente concentrado, 100μL de água destilada estéril e 10μL 

do inóculo de cada linhagem. Também foi realizado um controle de esterilidade do meio de 

cultura, no qual foram colocados 200μL do RPMI-1640 em um orifício da placa, na ausência 

da suspensão fúngica. De maneira semelhante foi realizado o controle com os solventes DMSO 

e tween 80, afim de verificar possíveis interferência destes na viabilidade das leveduras. 

Os mesmos procedimentos foram realizados para os antifúngicos FLU, NYS 

(100UI/mL) e AMB. Em seguida as placas foram assepticamente seladas e incubadas à 35 ± 

2ºC por 24-48h. As CIMs para o linalol e os antifúngicos foram definidas como a menor 

concentração que inibi visualmente o crescimento fúngico verificado nos orifícios da placa, 

quando comparados com o crescimento controle. Os experimentos foram realizados em 

triplicata e os resultados expressos pela média aritmética das CIMs obtidas nos três ensaios. 

A atividade antifúngica do linalol foi interpretada através de sua CIM conforme os 

seguintes critérios: (< 100μg/mL) forte atividade; (˃ 100 a 500μg/mL) moderada atividade; (˃ 

500 a 1000μg/mL) fraca atividade e (> 1000μg/mL) produto inativo (SARTORATTO et al., 

2004; SVETAZ et al., 2010; MORALES et al., 2008). 
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4.5.3 Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

 

Após a leitura da CIM, alíquotas de 10μL do sobrenadante dos poços onde ocorreu 

inibição completa do crescimento fúngico (CIM, CIM × 2 e CIM × 4) foram subcultivadas em 

100μL de RPMI-1640 em novas placas de 96 poços. O sistema foi então, assepticamente selado 

e incubado à 35 ± 2ºC por 24-48h. A CFM foi definida como a menor concentração no qual não 

houve evidência de crescimento das leveduras. Os ensaios foram realizados em triplicata e os 

resultados expressos como a média aritmética das CFMs obtidas nos três ensaios. 

Analogamente, os mesmos procedimentos foram realizados com os antifúngicos padrões 

(NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008). 

A atividade fungicida ou fungistática do linalol foi interpretada através dos seguintes 

critérios: (CFM/CIM ≥ 4) fungistático ou (CFM/CIM ≤ 4) fungicida (SIDDIQUI et al., 2013). 

 

4.5.4 Ação do linalol na parede celular fúngica – ensaio com sorbitol 

  

Para os ensaios subsequentes, foram escolhidas duas cepas representativas com base na 

CIM50 de 64µg/mL (C. albicans LM 129 e ATCC 76485). 

A determinação da CIM do linalol na presença de sorbitol (um protetor osmótico dos 

protoplastos fúngicos) foi realizado por microdiluição em placas de 96 poços. A cada poço 

foram adicionados 100µL de RPMI-1640 suplementado com sorbitol de massa molecular 

182,17g (Vetec Química Fina LTDA - Rio de Janeiro, RJ, Brasil), ambos duplamente 

concentrados. Posteriormente, 100µL da emulsão do linalol foram dispensados aos poços da 

primeira linha da placa. Usando diluição em série na razão de dois, as concentrações necessárias 

dos produtos foram obtidas em cada poço com uma concentração final de sorbitol de 0,8mol/L. 

Por fim, foram adicionados aos poços da placa 10µL dos inóculo das cepas C. albicans (LM 

129 e ATCC 76485), em que cada coluna da placa refere-se a uma cepa fúngica específica 

(DAVID; FROST; KIM; BRANDT, 1995; ESCALANTE et al., 2008; 

GEORGOPAPADAKOU, 2001). 

O controle fúngico foi realizado pela adição do meio de cultura com 200µL de sorbitol 

0,8mol/L e 10µL do inóculo de cada espécie em cada poço. Um controle de esterilidade também 

foi realizado onde 200µL do meio de cultura foram inseridos em um poço sem inóculo fúngico. 

As placas foram então, assepticamente seladas e incubadas à 35 ± 2°C por 24-48h. Os ensaios 

foram realizados em triplicata e os resultados expressos pela média aritmética dos três 

experimentos. 
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4.5.5 Ação do linalol na membrana celular fúngica – ensaio com ergosterol 

 

A determinação CIM do linalol frente as cepas de C. albicans (LM 129 e ATCC 76485) 

na presença do ergosterol exógeno, foi realizada por microdiluíção, conforme descrito 

anteriormente no item (4.5.2) (ESCALANTE et al., 2008). Neste caso, foi utilizado o meio de 

cultura RPMI-1640 previamente adicionado de 400µg/mL de ergosterol (Sigma-Aldrich®, São 

Paulo, Brasil). Foi realizado o mesmo procedimento com a anfotericina B, cujo mecanismo de 

ação é conhecido e envolve a interação com o ergosterol da membrana celular fúngica, para 

servir como controle positivo dos resultados, e o controle do crescimento dos microrganismos 

foram realizados com 100µL do meio de cultura e o ergosterol em iguais concentrações e 10µL 

de cada inóculo fúngico. As placas foram então, assepticamente seladas e incubadas à 35 ± 2ºC 

por 24-48h. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados expressos pela média 

aritmética dos três ensaios. Dessa maneira, foi possível comparar os valores da CIM do linalol 

frente às cepas de C. albicans na ausência e na presença de ergosterol exógeno. 

 

4.5.6 Estudo de associação – checkerboard  

 

As combinações do linalol com os antifúngicos comerciais (nistatina e fluconazol) 

foram testadas em triplicata frente as cepas de C. albicans (LM 129 e ATCC 76485), utilizando 

a técnica de microdiluição (BASSOLÉ; JULIANI, 2012; LEWIS et al., 2002; 

MULYANINGSIH et al., 2010). Inicialmente, 100μL de caldo RPMI-1640 foram adicionados 

nos poços da microplaca. Em seguida, foi adicionado o linalol (50µL) no sentido vertical e o 

antifúngico (nistatina ou fluconazol) (50µL) no sentido horizontal da placa. O linalol foi testado 

em diferentes concentrações (CIM × 8, CIM × 4, CIM × 2, CIM, CIM/2, CIM/4 e CIM/8). Por 

fim, foi adicionado 20μL das suspensões fúngicas, e em seguida as placas foram então, 

assepticamente seladas e incubadas à 35 ± 2ºC por 24-48h. 

O índice de concentração inibitória fracionada (ICIF) foi calculado através da soma do 

CIF(A) + CIF(B), em que A representa o antifúngico e B o composto em teste. A CIF(A), por sua 

vez, foi calculado pela relação CIM(A) combinado/CIM(A) sozinho, analogamente para o CIF(B) 

(eq. 1). Este índice foi interpretado da seguinte maneira: sinergismo (≤ 0,5), aditividade (> 0,5 

e < 1), indiferença (≥ 1 e < 4) e antagonismo (≥ 4,0) (BASSOLÉ; JULIANI, 2012; LEWIS et 

al., 2002). 
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(eq. 1) 

ICIF = CIFA + CIFB =
CIMA em combinação

CIMA testado sozinho
+

CIMB em combinação

CIMB testado sozinho
 

 

4.5.7 Potencial de inibição da formação de biofilme 

 

Para avaliar o efeito do linalol na inibição da formação de biofilme de cepas de C. 

albicans, foi empregado o teste do cristal violeta (NewProv, Pinhais-PR, Brasil). Em que, tubos 

de microdiluíção de poliestireno com capacidade para 1,5mL foram preenchidos com 800μL de 

caldo RPMI-1640, 100μL da emulsão do linalol (concentração da CIM = 64µg/mL) e 100μL 

das suspensões das cepas de C. albicans LM 129 e ATCC 76485. Esse mesmo procedimento 

foi realizado com o antifúngico nistatina (concentração da CIM = 4µg/mL). Em seguida, os 

microtubos foram incubados à 35±2ºC por um período de 48h. Posteriormente, o caldo foi 

descartado e as paredes dos microtubos lavadas de 3-5 vezes com água destilada para remover 

qualquer célula planctônica depositada, então os tubos foram deixados para secar à temperatura 

ambiente por 1h. Após esse período, foram transferidos 1000μL da solução do cristal violeta a 

1% e após 20 min o corante foi descartado e o excesso foi removido com água destilada. Em 

seguida, adicionou-se 1000μL de etanol a 95% (Química Moderna, Barueri-SP, Brasil) e a 

densidade óptica da solução de cristal violeta-etanol foi medida a 590nm (Kasvi, 4NM). O 

controle do teste foi realizado com as cepas inoculadas em caldo RPMI-1640. Os ensaios foram 

realizados em triplicata. A taxa de adesão celular nas paredes dos microtubos foram calculadas 

usando a fórmula: [(DOC - DOT) / DOC × 100], em que DOC é a média da densidade óptica 

do controle em caldo nutriente e DOT, a média da densidade óptica do tratamento com as 

substâncias testadas (GOMES et al., 2020). O percentual de redução da adesão foi calculado 

pela relação entre as densidades ópticas obtidas no teste do cristal violeta, do tratamento e do 

controle. As células foram classificadas como fracamente aderidas (se < 40%), moderadamente 

aderidas (entre 40,01 e 79,99%) ou altamente aderidas (se > 80%) (CHARLTON, 2008). O grau 

de inibição da formação do biofilme foi classificado como forte (> 80%), moderado (entre 40,01 

e 79,99%) ou fraco (se < 40%) (RODRIGUES et al., 2010). 
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4.6 ENSAIOS in silico 

 

4.6.1 Previsões farmacocinéticas e toxicológicas 

 

O linalol foi submetido a ferramenta online pkCSM-pharmacokinetics 

(https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/prediction) para prever suas propriedades farmacocinéticas 

e toxicológicas mais importantes. As propriedades ADMET incluem parâmetros de absorção: 

solubilidade em água, permeabilidade Caco-2, absorção intestinal, permeabilidade a pele, 

substrato ou inibição das glicoproteínas P I e II; distribuição: volume de distribuição no estado 

estacionário (VDss), fração não ligada a proteínas plasmáticas, blood-brain barrier (BBB) 

(permeabilidade da barreira hematoencefálica), permeabilidade ao sistema nervoso central 

(SNC); metabolismo: substrato ou inibidores de isoformas do citocromo P450; excreção: 

depuração total da droga; toxicidade: toxicidade de AMES e hepatotoxicidade (PIRES; 

BLUNDELL; ASCHER, 2015). 

Além disso, as propriedades de semelhança do linalol a fármacos licenciados foram 

previstas usando as ferramentas online Osiris Property Explorer (https://www.organic-

chemistry.org/prog/peo/) e o Molinspiration (https://www.molinspiration.com/). E com base 

nas Regras do cinco de Lipinski. Os softwares realizam os cálculos de propriedades 

moleculares importantes, como cLogP, cLogS, área de superfície polar, números de doadores 

e aceptores de ligações de hidrogênio, entre outras. O cálculo do cLogP é baseado na fórmula 

que satisfaz a lipofilicidade, hidrofobicidade e polaridade do composto, que também mede a 

capacidade da substância de se ligar aos sítios hidrofóbicos de proteínas alvo. Ademais, efeitos 

mutagênicos, tumorigênicos, irritabilidade e possíveis implicações sobre o sistema reprodutor 

também são previstas (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; KUJAWSKI et al., 2012; 

LIPINSKI et al., 2001). 

 

4.6.2 Docking molecular 

 

O docking molecular é um método computacional essencial no processo de projeto de 

medicamentos auxiliado por computador. O principal objetivo do docking molecular é estimar 

a provável orientação das ligações químicas provenientes das interações fármaco receptor. 

Nesse sentindo, procedeu-se da seguinte maneira: a estrutura química do linalol foi obtida do 

banco de ligantes PubChem NCBI (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) no formato input ‘.sdf’ 

e após a análise do estado de protonação no software Marvin Sketch 18.08.0, o arquivo foi 

https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/prediction
https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
https://www.molinspiration.com/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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carregado e em seguida pré-otimizado no software Avogadro 1.2.0 em pH 7.4, utilizando o 

campo de força MMFF94 indicado para moléculas orgânicas. Após a pré-otimização, foi criado 

um input ‘.mop’ para otimização no programa Mopac2012 no nível PM7 com output ‘.pdb’ e 

em seguida foram adicionadas as cargas de Gasteiger com o software UCSF Chimera 1.16 e o 

arquivo foi salvo no formato ‘.mol2’ (MARCUS et al., 2012; STEWART, 2016; PETTERSEN 

et al., 2004). 

As proteínas foram obtidas do Protein Data Bank (www.rcsb.org), juntamente com seus 

ligantes cocristalizados, apresentando os respectivos códigos: 1,3-β-glucano sintase (1EQC) 

(1.85 Å) cristalizada com castanospermina, lanosterol 14α-demetilase (5TZ1) (2.00 Å) 

cristalizada com VT-1161 (oteseconazol) e Δ 14-esterol redutase (4QUV) (2.74 Å) cristalizada 

com o NADPH. A resolução de estruturas cristalográficas depositada no PDB consideradas 

ideais está entre os valores de 1.8 - 3.2 Å) (XIAO et al., 2013). 

O docking molecular foi realizado usando o software AutoDock vina (Vina, The Scripps 

Institute). As etapas de preparação das proteínas incluíram remoção de heteroátomos (água e 

íons), adição de hidrogênios polares e atribuição de cargas. Os locais ativos foram delineados 

em torno dos ligantes cocristais ligados usando Grid Box de tamanhos apropriados no software 

MGLTools 1.5.6. O processo de validação do docking foi baseado no redocking, que consiste 

em refletir a posição e orientação do ligante encontrado na estrutura cristalográfica. Dessa 

forma, o valor do desvio quadrático médio (RMSD) deve ser ≤ 2.0 Å. Portanto, o procedimento 

adotado foi o de ancoramento com a proteína rígida (sem mudanças nas posições dos átomos) 

e ligantes flexíveis (OLEG TROTT, 2010; WESTERMAIER; BARRIL; SCAPOZZA, 2015). 

A visualização e a preparação das estruturas cristalográficas das proteínas e dos ligantes 

para o redocking e o docking foram realizados nos softwares PyMOLTM 2.0 (Schrödinger LLC), 

e Discovery Studio (DS) Visualizer (v.4.1) (Accelrys Software Inc., USA). 

 

4.6.3 Dinâmica molecular 

 

As simulações de dinâmica molecular (DM) foram realizadas usando o GROMACS 

versão 2022.3 (HESS et al., 2008). Cada complexo molecular selecionado para as simulações, 

tiveram inicialmente seus ligantes separados das respectivas proteínas utilizando o software 

PyMol 2.5.3, além disso foram removidas as moléculas de água e qualquer outro artefato de 

cristalografia. Os arquivos de topologia e coordenadas da proteína também foram gerados 

usando o GROMACS com o campo de força CHARMM36 e, em seguida, foram gerados os 

arquivos de topologia dos ligantes no CGenFF e por conseguinte construído os complexos e 

http://www.rcsb.org/
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gerados os arquivos de coordenadas e topologia para o sistema proteína-ligante (HUANG; 

MACKERELL, 2013; VANOMMESLAEGHE et al., 2010). Em seguida o sistema foi 

confinado e centrado em uma caixa cúbica sob condições periódicas de contorno. A distância 

mínima soluto-caixa foi fixado em 1,5nm para garantir uma distância de pelo menos 3,0nm 

entre a proteína e sua imagem periódica, evitando artefatos durante as simulações de DM e 

resultando em um volume de caixa de 589.682nm3. A caixa foi preenchida com 

aproximadamente 17.230 moléculas de água SPC216 (JORGENSEN et al., 1998) para 

reproduzir os efeitos do solvente, e contra-íons foram adicionados para neutralizar a carga do 

sistema. 

As simulações de DM começaram com duas etapas de minimização de energia (ME) de 

100ps realizadas em sequência. A primeira ME foi realizada com restrição de posição (RP) da 

proteína e do ligante para que as moléculas de água pudessem se acomodar dentro da caixa. Em 

seguida, uma segunda etapa de ME foi realizada sem RP para atingir um mínimo local na 

superfície de energia potencial do sistema. Ambas as etapas de ME foram conduzidas usando 

o algoritmo steepest descent e a força máxima foi definida para 100,0 kJ/mol/nm como critério 

de convergência. Em sequência, o equilíbrio de temperatura e pressão foi alcançado realizando 

duas etapas de equilíbrio de 100ps, primeiro sob um conjunto isotérmico-isocórico (NVT) e, 

depois, sob um conjunto isotérmico-isobárico (NPT), para levar o sistema à temperatura de 

300K e 1 bar de pressão. Tanto a temperatura quanto a pressão foram mantidas usando o 

termostato de reescala de velocidade (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007) e os métodos 

de acoplamento de pressão de Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1998), 

respectivamente. Finalmente, uma etapa de produção de DM de 30ns foi conduzida a 300K e 1 

bar de pressão usando 2.0fs como tempo de integração, um corte de 1,2nm para interações de 

curto alcance (Lennard-Jones e Coulomb) e o algoritmo integrador leap-frog; as coordenadas 

dos complexos foram armazenadas a cada 10ps. As simulações de DM foram analisadas usando 

o software Visual Molecular Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) 

e o Grace (TURNER, 2005). 
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Abstract 

 

Candida albicans is the most frequently isolated opportunistic pathogen in the female genital 

tract, with 92.3% of cases in Brazil associated with vulvovaginal candidiasis (VVC). Linalool 

is a monoterpene compound from plants of the genera Cinnamomum, Coriandrum, Lavandula, 

and Citrus that has demonstrated a fungicidal effect on strains of Candida spp., but its 

mechanism of action is still unknown. For this purpose, broth microdilution techniques were 

applied, as well as molecular docking in a predictive manner for this mechanism. The main 

results of this study indicated that the C. albicans strains analyzed were resistant to fluconazole 

and sensitive to linalool at a dose of 256 µg/mL. Furthermore, the increase in the minimum 

inhibitory concentration (MIC) of linalool in the presence of sorbitol and ergosterol indicated 

that this molecule possibly affects the cell wall and plasma membrane integrity of C. albicans. 

Molecular docking of linalool with proteins that are key in the biosynthesis and maintenance of 

the cell wall and the fungal plasma membrane integrity demonstrated the possibility of linalool 

interacting with three important enzymes: 1,3-β-glucan synthase, lanosterol 14α-demethylase, 

and ∆ 14-sterol reductase. In silico analysis showed that this monoterpene has theoretical but 

significant oral bioavailability, low toxic potential, and high similarity to pharmaceuticals. 

Therefore, the findings of this study indicated that linalool probably causes damage to the cell 

wall and plasma membrane of C. albicans, possibly by interaction with important enzymes 

involved in the biosynthesis of these fungal structures, in addition to presenting low in silico 

toxic potential. 

 

Key words: Linalool; Antifungal resistance; Fluconazole; Vulvovaginal candidiasis; 

Mechanism of action  

 

Introduction 

 

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is caused by abnormal yeast-like fungi growth on the 

female genital tract mucosa as a consequence of a series of endocrine and immunologic 

dysfunctions and indiscriminate and prolonged use of antibiotics (1,2). In addition, it is one of 

the most common conditions diagnosed in female gynecological consultations (3). 

Approximately 75% of this population is affected at least once in their lifetime. C. albicans has 
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been reported to be the cause of symptomatic VVC in 85–95% of cases (4). The highest 

incidence of VVC caused by C. albicans in Brazil has been reported by epidemiological studies 

to be 92.3% (3), in Argentina, 85.95% (5), and in Pakistan, 47.7% (6).  

Antifungal azole class agents are the first drugs of choice for the treatment of VVC, 

which can be administered orally or topically. Polyenic antifungals, mainly nystatin, are 

generally used as topical treatment and azoles such as fluconazole are used orally. Currently, 

topical fluconazole and imidazole drugs are preferred as first-line agents; however, due to the 

adverse effects, high costs, and strain resistance to the antifungals, alternatives to these 

treatments should be considered (7). Regarding cellular mechanisms of antifungal resistance to 

azoles and imidazoles, several studies agree that this phenomenon is mainly due to amino acid 

substitutions in the pharmacological target and overexpression of the ERG 11 gene encoding 

the lanosterol 14α-demethylase enzyme in C. albicans (8). Thus, the pharmacological study of 

molecules, especially natural ones with antifungal potential, may constitute a possible 

therapeutic alternative for the treatment of VVC (9). 

Linalool is a monoterpene and the major component of the essential oil of Lavandula 

angustifolia (lavender) (24.30%), a plant of the Lamiaceae Martinov family native to the 

Mediterranean coast with known antifungal activity (10). In addition, linalool is used as a food 

additive and flavoring agent approved by the Food and Drug Administration (FDA), also 

showing antifungal activity against several species of Candida, Aspergillus, Fusarium, and 

Penicillium, as well as against biofilms formed by these fungi. Furthermore, this molecule has 

shown low in vitro toxicity and no genotoxicity, but is irritating to the skin and eyes (11). 

Given the need for new antifungals against resistant strains of C. albicans and with 

fewer adverse effects, linalool seems to be a viable alternative. Therefore, the effects of this 

substance on fluconazole-resistant clinical vulvovaginal isolates were studied and insights into 

the elucidation of the mechanism of action of linalool were obtained through in vitro and 

molecular docking assays. 

 

Material and Methods 

 

Substances 

 

Linalool was commercially obtained from Quinarí® (Brazil) with a floral scent, 

molecular weight of 154.25 Da, and water solubility of 1590mg/L at 25°C. The antifungal drugs 

amphotericin B (AMB), nystatin (NYS), and fluconazole (FLU) were purchased from Sigma-
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Aldrich® (Brazil). Linalool was appropriately solubilized in 150µL (3%) dimethyl sulfoxide 

(DMSO) to which 100µL (2%) of Tween 80 was added. It was then completed with sterile 

distilled water (5mL qsp) to obtain an emulsion with an initial concentration of 1024µg/mL and 

serially diluted to 2µg/mL (12,13). 

 

Strains 

 

The clinical isolates of C. albicans used in this study belonged to the Mycotheca of the 

Antibacterial and Antifungal Research Laboratory of the Federal University of Paraiba, Brazil, 

and were: LM 37, LM 41, LM 74, LM 129, LM 157, LM 160, LM 165, LM 207, LM 230, LM 

240, LM 246, and LM 319 (vulvovaginal isolates). The strains of the American Type Culture 

Collection (C. albicans ATCCs 76485 and C. albicans SC 5314, ATCC® MYA-2876t) were 

used as control. For use in the in vitro assays, fungal suspensions were prepared in 0.85% saline 

solution from fresh cultures and the turbidity was equivalent to 0.5 on the McFarland’s standard 

scale, which corresponds to an inoculum of approximately 1-5 × 106 colony-forming units per 

milliliter (CFU/mL) (14,15). 

 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

 

One hundred microliters (100µL) of liquid RPMI-1640 medium was transferred to a 96-

well microdilution plate with a U-shaped bottom (Alamar, Brazil). Then, 100µL of the linalool 

emulsion was dispensed in the first horizontal row of the plate and serial dilutions at a ratio of 

two were performed, where a 100µL aliquot was taken from the most concentrated well to the 

next well, resulting in concentrations of 1024–2 mg/mL. Finally, 10µL of the C. albicans 

inoculum suspensions was added to each well of the plate, where each column represented a 

fungal strain. Sterility controls with AMB, cell viability assay, and assessment of the 

interference of the medium used in the preparation of the linalool emulsions were also 

performed. The plates were incubated at 35±2°C for 24–48h. After the appropriate incubation 

time, the presence (or absence) of microbial growth was visually observed (14–16). The MIC 

was defined as the lowest concentration of linalool that produced visible inhibition of yeast 

growth. The antimicrobial activity of the phytocompost was interpreted as active or non-active 

according to the criteria proposed by Morales et al. (17): strong/good activity (MIC: 

˂100µ/mL); moderate activity (MIC: ˃100 to 500µg/mL); weak activity (MIC: ˃500 to 

1000µg/mL); and inactive/no antimicrobial effect (MIC: ˃1000µg/mL). 
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Minimum Fungicidal Concentration (MFC) 

 

The MFC was determined after the MIC reading by taking 1µL aliquots of the MIC, 

MIC × 2, and MIC × 4 from the wells where there was no visible growth (suprainhibitory 

concentrations) and inoculating them into new plates containing only RPMI-1640 broth. All 

controls were then performed and after 24–48h of incubation at 35± 2°C, a reading was taken 

to assess MFC based on the controls. MFC is defined as the lowest concentration capable of 

causing complete inhibition of fungal growth after 24–48h at 35±2°C (16,18). 

 

Fungal Cell Wall Effect (Sorbitol Assay) 

 

Based on the previously observed MIC and MFC results, the clinical C. albicans strain 

LM 129 and the standard C. albicans strain ATCC 76485 were considered representative for 

the subsequent assays. Therefore, the determination of the MIC of linalool in the presence of 

sorbitol (an osmotic protector of fungal protoplasts) was performed by microdilution in 96-well 

plates. To each well, 100µL of RPMI-1640 supplemented with sorbitol of molecular weight 

182.17g (Vetec Química Fina Ltda, Brazil) was added, both at double concentration. 

Subsequently, 100µL of the linalool emulsion was dispensed into the wells of the first row of 

the plate. Using serial dilution in the ratio of two, the required concentrations of linalool were 

obtained in each well with a final sorbitol concentration of 0.8 M. Finally, 10µL of the fungal 

inoculum (1–5 × 106 CFU/mL) of C. albicans strains (LM 129 and ATCC 76485) was added 

to the wells, where each column of the plate referred to a specific fungal strain (19,20). All 

controls were then performed as already described in the previous sections. 

 

Interaction with Fungal Cell Membrane Ergosterol (Ergosterol Assay) 

 

The determination of the MIC of linalool against C. albicans strains (LM 129 and ATCC 

76485) in the presence of exogenous ergosterol was performed by microdilution in 96-well 

plates. If the antifungal activity of linalool is caused by its binding to ergosterol, the exogenous 

ergosterol will prevent the monoterpene from binding to ergosterol in the fungal cell membrane. 

In the presence of exogenous ergosterol, linalool forms a complex with it and not with the 

membrane ergosterol. Consequently, there is an increase in the MIC in the presence of 

exogenous ergosterol compared to the control. The RPMI-1640 liquid culture medium was used 

with the addition of 400µg/mL of ergosterol (Sigma-Aldrich®). The same procedure was carried 
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out with AMB, whose mechanism of action is known and involves interaction with ergosterol 

of the fungal cell membrane to serve as a positive control of results. Growth control of the 

microorganism was performed with 100µL of culture medium and ergosterol at equal 

concentrations and 10µL of each standard fungal inoculum. The plates were aseptically sealed 

and incubated at 35±2°C for 24–48h for later reading. Therefore, it was possible to compare the 

MIC values of linalool against C. albicans strains in the absence and presence of exogenous 

ergosterol (20). 

 

Molecular Docking 

 

The chemical structure of linalool was obtained from the NCBI PubChem ligand 

database (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) and had its geometry optimized using Avogadro 

software (v. 1.2.0; USA), using the molecular mechanics method and the MMFF94 force field 

for organic molecules. The enzymes analyzed in this study were obtained from the Protein Data 

Bank (PDB) webpage (https://www.rcsb.org), together with their cocrystallized ligands and 

respective codes: 1,3-β-glucan synthase (1EQC) (1.85 Å) crystallized with castanospermine, 

lanosterol 14α-demethylase (ERG 11) (5TZ1) (2.00 Å) crystallized with VT-1161 

(oteseconazole), and ∆ 14-sterol reductase (ERG 24) (4QUV) (2.74 Å) crystallized with 

NADPH. The resolution of crystallographic structures deposited in PDB considered ideal to be 

1.8–3.2 Å (21).  

Molecular docking was performed using the free AutoDock Vina software (The Scripps 

Institute, USA). Protein preparation stages included removal of heteroatoms (water and ions), 

addition of polar hydrogens, and charge assignment. The active sites of the enzymes were 

delineated around the cocrystallized ligands using grid boxes of appropriate sizes. The process 

of docking validation was based on redocking, which consists in reflecting the position and 

orientation of the ligand found in the crystalline structure. Thus, the value of the root mean 

square deviation (RMSD) should be ≤2.0 Å. Therefore, the procedure adopted was that of 

molecular docking with rigid protein (with no changes in the positions of the atoms) and flexible 

ligands (22).  

Visualization and preparation of the crystallographic structures of proteins and ligands 

for redocking and molecular docking were performed in PyMOLTM 2.0 software (Schrödinger 

LLC, USA) and Discovery Studio (DS) Visualizer (v.4.1) (Accelrys Software Inc., USA). 
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ADMET screening of natural compound 

 

Linalool was submitted to online pharmacokinetics prediction tools (pkCSM-

pharmacokinetics) (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) to predict its most 

important pharmacokinetic and toxicological properties (absorption, distribution, metabolism, 

excretion, and toxic effects-ADMET). These properties include absorption: Caco-2 

permeability, water-solubility, human intestinal absorption, P-glycoprotein substrate, P-

glycoprotein I and II inhibitors, and skin permeability; distribution: steady-state volume of 

distribution (Vss), unbound fraction, blood-brain barrier permeability (BHE), and central 

nervous system (CNS) permeability; metabolism: a substrate for P-450 isoforms; and excretion: 

total drug clearance and possible toxic effects (23). The free software Osiris Property Explorer 

(https://www.organicchemistry.prog/peo/) was also used to indicate possible mutagenic effects, 

tumorigenic effects, irritability, effects on the reproductive system, and to predict the 

drugrelated properties of linalool based on Lipinski’s Rule of Five. This rule states that most 

‘drug-like’ molecules have cLogP ≤5, molecular weight ≤500 Da, number of hydrogen-bond 

acceptors ≤10 (nALH ≤10), and number of hydrogen-bond donors ≤5 (nDLH ≤5). Therefore, 

molecules that violate more than one of these rules may have bioavailability problems (24,25). 

 

Results 

 

Fungicidal effect of linalool against fluconazole-resistant C. albicans strains 

 

The broth microdilution method was applied to determine the MIC and MFC of linalool, 

fluconazole, and nystatin (26). Linalool acted on fungal cells, interfering with their viability 

with a MIC of 64µg/mL and a MFC between 128–256µg/mL (Table 1). It was also found that 

64.28% of the clinical strains were resistant to fluconazole and 35.71% were dose-dependently 

sensitive to nystatin (S-DD). Together, these results indicated that the fungal strains analyzed 

are sensitive to linalool and that it has a fungicidal effect. In addition, the strains used were 

resistant to fluconazole, and decreased sensitivity of C. albicans to nystatin can already be 

observed. 
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Table 1. Minimum inhibitory concentration (MIC) values and minimum fungicidal 

concentration (MFC) (µg/mL) of linalool, fluconazole, and nystatin against C. albicans strains 

by broth microdilution. 

 

Strains 

1Linalool 2FLU 3NYS  

GC 
MIC MFC MFC/MIC Effect MIC MFC MIC MFC 

LM 37 128 256 2 Fungicidal >1024 >1024 8 32 + 

LM 41 64 128 2 Fungicidal 32 128 8 16 + 

LM 74 64 256 4 Fungicidal 32 128 8 16 + 

LM 129 64 128 2 Fungicidal >1024 >1024 4 16 + 

LM 157 64 128 2 Fungicidal >1024 >1024 4 8 + 

LM 160 64 256 4 Fungicidal >1024 >1024 4 32 + 

LM 165 64 256 4 Fungicidal >1024 >1024 8 8 + 

LM 207 64 128 2 Fungicidal >1024 >1024 8 8 + 

LM 230 64 128 2 Fungicidal >1024 >1024 4 8 + 

LM 240 64 256 4 Fungicidal >1024 >1024 4 32 + 

LM 246 64 256 4 Fungicidal >1024 >1024 4 16 + 

LM 319 128 128 1 Fungicidal 32 128 4 4 + 

ATCC 76485 64 128 2 Fungicidal 32 64 4 16 + 

SC 5314 64 256 4 Fungicidal 32 64 4 8 + 

 
GC: growth control of the microorganism in RPMI-1640, DMSO (10%), and Tween 80 (2%), without monoterpenes or 

antifungals. 1Cutoff points: fungistatic (MFC/MIC ˃4) and fungicidal (MFC/MIC ≤4) (Ref. 18). 2Cutoff points: MIC of 

fluconazole ≤8 (S); 16–32 (S-DD); ≥64 (R) µg/mL, document M27-A2 (Ref. 15). 3Cutoff points: MIC of nystatin ≤4 (S); 8–32 

(S-DD); ≥64 (R) mg/mL (Ref. 26). S: susceptible; S-DD: susceptible dose-dependent; R: resistant. 

 

Effect of linalool on the cell wall of C. albicans 

 

Based on the previously recorded MIC and MFC results, the clinical C. albicans strain 

LM 129 and the standard C. albicans strain ATCC 76485 were considered representative in the 

analysis of subsequent results. 

The C. albicans LM 129 and C. albicans ATCC 76485 strains with and without 0.8 M 

sorbitol (an osmotic protector of fungal protoplasts) were used to verify the possibility of 

linalool interacting with the fungal cell wall leading to its rupture (Table 2). The MIC of linalool 

for both strains increased in the presence of sorbitol indicating that this compound interferes in 

the viability of yeast cells through molecular mechanisms that probably involves the cell wall. 
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Table 2. Effect of linalool against C. albicans LM 129 and C. albicans ATCC 76485 in the 

absence and presence of 0.8 M sorbitol. 

 

Drug 

 

MIC (μg/mL) 

C. albicans LM 129  C. albicans ATCC 76485 

Absence of 

sorbitol 

Presence of 

sorbitol 

Absence of 

sorbitol 

Presence of 

sorbitol 

Linalool 64 >1024  64 >1024 

 

Effect of linalool on the cell membrane of C. albicans 

 

Linalool was found to interfere with membrane ergosterol by mechanisms of action not 

yet fully elucidated (as for example, inhibition of ergosterol synthesis, direct binding of linalool 

to ergosterol, among other mechanisms) as its MIC increased in the presence of exogenous 

ergosterol (Table 3). 

 

Table 3. Effect of linalool and amphotericin B against C. albicans LM 129 and C. albicans 

ATCC 76485 in the absence and presence of ergosterol at 400µg/mL. 

Drug 

MIC (μg/mL) 

C. albicans LM 129  C. albicans ATCC 76485 

Absence of 

ergosterol 

Presence of 

ergosterol 

Absence of 

ergosterol 

Presence of 

ergosterol 

Linalool 64 >1024 64 >1024 

AMB 0,125 >256 0,125 >256 

      MIC: minimum inhibitory concentration. 

 

Interactions of linalool with enzymes through molecular docking 

 

Given the possibility that linalool exerts its fungicidal effect by interfering with the cell 

wall and plasma membrane of fungal cells, a set of molecular docking calculations were 

performed with the enzymes involved in the process of biosynthesis and maintenance of these 

structures. Linalool was able to bind to the three enzymes analyzed with slightly different 

binding energies (Table 4). It can also be seen from the RMSD that the redocking was successful 

as these were ≤2 Å. Furthermore, Figures 1, 2, and 3 show the overlap of crystallized ligands 

and the redocking ligand, as well as interactions with the amino acids in the active site of each 

enzyme. 

The interactions that linalool established with 1,3-β-glucan synthase via hydrogen bond, 

van der Waals, Pi-sigma, and Pi-alkyl interactions exhibit binding energy ∆E= -5.70 kcal/mol. 
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The molecular complementarity of linalool with the 1,3-β-glucan synthase of the C. albicans 

cell wall was verified and, therefore, it is suggested that the inhibition of this enzyme promoted 

the fragility of the cell wall of these yeasts and, consequently, cell death (Figure 4). 

The enzyme lanosterol 14α-demethylase (ERG 11 or CYP 51) as a target of linalool 

showed molecular complementarity with binding energy ∆E= -5.50kcal/mol. The CYP 51 of 

the fungal cell is essential for the synthesis of ergosterol; therefore, molecular interactions that 

cause inhibition of this enzyme may decrease the content of this sterol in the plasma membrane 

of C. albicans and cause its death (Figure 5). It was also found that the main interactions of 

linalool with lanosterol 14α-demethylase are van der Waals, Pi-sigma, alkyl, and Pi-alkyl 

interactions. 

The second stage of the conversion of lanosterol to ergosterol involves catalysis by the 

enzyme ∆ 14-sterol reductase (ERG 24). In this study, linalool was able to bind to this enzyme 

with an energy of ∆E= -4.70kcal/mol through hydrogen bond, van der Waals, alkyl, and Pi-

alkyl interactions (Figure 6). 

 

Table 4. Binding energies of Protein Data Bank (PDB) enzymes and tested compound. 
 

 

Enzyme 

 

Classification 

 

Binding Energies 

 (kcal/mol) 

 

RMSD 

(Å) 

Binding Energies 

(kcal/mol) 

Linalool 

1,3-β-glucan synthesis 

(1EQC) 

Hydrolase -8.71 0.32 -5.70 

Lanosterol 14α-

demethylase 

(5TZ1) 

Oxidoreductase -10.93 1.30 -5.50 

Δ 14-sterol reductase 

(4QUV) 

Oxidoreductase -13.60 0.97 -4.70 
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Figure 1. Overlapping castanospermine ligand from 1,3-β-glucan synthase with a better conformation of 

redocking. Green: Protein Data Bank co-crystal. Yellow: binder conformation after redocking. Dotted yellow: 

hydrogen-bond interactions. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Overlapping VT-1161 (oteseconazole) ligand from lanosterol 14α-demethylase with best conformation 

in redocking. Green: Protein Data Bank co-crystal. Yellow: binder conformation after redocking. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 3. Overlapping NADPH ligand from ∆ 14-sterol reductase with best conformation of redocking. Green: 

Protein Data Bank co-crystal. Yellow: binder conformation after redocking. Dotted yellow: hydrogen-bond 

interactions. 
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Figure 4. Molecular docking analysis. A, Two-dimensional interactions. B, Three-dimensional representation of 

linalool interactions in the 1,3-β-glucan synthase active site. Dotted yellow: hydrogen-bond interactions. 

 
 

 

Figure 5. Molecular docking analysis. A, Two-dimensional interactions. B, Three-dimensional representation of 

linalool interactions in the lanosterol 14α-demethylase active site. 

 

 

Figure 6. Molecular docking analysis. A, Two-dimensional interactions. B, Three-dimensional representation of 

linalool respective interactions in the ∆ 14-sterol reductase active site. Dotted yellow: hydrogen-bond interactions. 
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In silico ADMET study 

 

Structure-based drug delineation is now a fairly common procedure and many potential 

drugs do not qualify for clinical practice due to problems found in the key pharmacokinetic 

parameters (ADMET). A very important class of hepatic enzymes responsible for metabolizing 

orally administered drugs and that have many ADMET problems are the isoforms of 

cytochrome P-450. Inhibition of these isoforms or the production of unwanted metabolites can 

result in many adverse drug reactions. 

The drug analyzed showed water solubility and significant intestinal absorption, 

distribution, and elimination. Furthermore, inhibition of several hepatic cytochrome P-450 

isoenzymes did not occur, consequently, linalool did not demonstrate hepatotoxicity in the in 

silico tests performed in this study (Table 5). 

The results of the Osiris analysis showed that this monoterpene presented a low 

theoretical risk of toxicity (Table 6) and had considerable drug-likeness values (–6.68) and drug 

score (0.12). ‘‘Drug score’’ (combining ‘‘drug-likeness’’, cLogP, cLogS, molecular mass, and 

toxicity risk) generates a value that infers the potential of a compound to become a future drug. 

Furthermore, the molecule did not have mutagenic or tumorigenic effects, nor did it have any 

action on the reproductive system. However, linalool has shown slight irritant potential and it 

is similar to pharmaceuticals, as can be seen by pharmacokinetic parameters. 
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Table 5. In silico physicochemical and pharmacokinetic parameters of the linalool. 

 

Table 6. Toxicological properties of linalool assessed through Osiris property explorer. 

Toxicological properties Pharmacokinetic properties 

Mutagenic N Molecular weight (g/mol) 154.25 

Tumorigenic N Acceptors & donors H 1.0 

Irritant Slighlytoxic Druglikeness -6.68 

Reproductive effect 

- 

- 

N 

- 

- 

Drug-Score 

Calculated lipophilicity 

Calculated solubility 

0.12 

3.23 

-2.15 

 

     N = No risk. 

 

Discussion 

 

The fungal cell wall has been widely explored as a target for selective antifungal 

therapy. In addition, there is a significant amount of evidence that linalool exerts a fungicidal 

effect on C. albicans by interfering with its cell wall and plasma membrane (27,28), a unique 

structure mainly composed of chitin and glucan polymers. The cell wall and plasma membrane 

protect fungal cells against extracellular stress from the natural environment and the immune 

Property Model Name Predicted Value Unit 

Absorption 

 

Water solubility -2.612 Numeric (log mol/L) 

Caco2 permeability 1.493 Numeric (log Papp in 10-6 cm/s) 

Intestinal absorption (human) 93.163 Numeric (% Absorbed) 

Skin Permeability -1.737 Numeric (log Kp) 

P-glycoprotein substrate No Categorical (Yes/No) 

P-glycoprotein I inhibitor No Categorical (Yes/No) 

P-glycoprotein II inhibitor No Categorical (Yes/No) 

Distribution 

 

VDss (human) 0.152 Numeric (log L/kg) 

Fraction unbound (human) 0.484 Numeric (Fu) 

BBB permeability 0.598 Numeric (log BB) 

CNS permeability -2.339 Numeric (log PS) 

Metabolism CYP2D6 substrate No Categorical (Yes/No) 

CYP3A4 substrate No Categorical (Yes/No) 

CYP1A2 inhibitior No Categorical (Yes/No) 

CYP2C19 inhibitior No Categorical (Yes/No) 

CYP2C9 inhibitior No Categorical (Yes/No) 

CYP2D6 inhibitior No Categorical (Yes/No) 

CYP3A4 inhibitior No Categorical (Yes/No) 

Excretion Total Clearance 0.446 Numeric (log ml/min/kg) 

 

Toxicity 

AMES toxicity No Categorical (Yes/No) 

Hepatotoxicity No Categorical (Yes/No) 
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response of the host (29). The last class of drugs approved for clinical use were the 

echinocandins, which block glucan biosynthesis (30). The three echinocandin antifungal agents 

caspofungin, anidulafungin, and micafungin inhibit 1,3-β-glucan synthase activity, an enzyme 

involved in fungal cell wall synthesis. However, these drugs can be costly and require patient 

hospitalization due to their low bioavailability when administered orally (30). Therefore, based 

on the in vitro results and molecular docking from this study, linalool seems to exert a fungicidal 

effect on C. albicans strains by partially interacting with 1,3-β-glucan synthase. 

Ergosterol is the main component of the fungal cell membrane and contributes to a 

variety of cellular functions, such as fluidity, membrane integrity, and the proper functioning 

of membrane-bound enzymes (31). Azole antifungals are the most commonly used 

pharmaceuticals in the clinic for the treatment of VVC and infections of other anatomical sites. 

They are widely used in the treatment and prevention of mycoses due to their broad-spectrum 

activity and because they inhibit the cytochrome P-450-dependent enzyme lanosterol 14α-

demethylase (CYP51) encoded by the ERG11 gene that converts lanosterol to ergosterol in the 

cell membrane, inhibiting fungal growth and replication (31). However, the use of these drugs 

can have some disadvantages, such as the emergence of azole-resistant strains due to selective 

pressure from frequent use and interaction with the cytochrome P-450 isoenzymes in the 

mammalian liver, which produces elevated transaminase levels and is characteristic of this class 

of drugs. In addition, first generation imidazoles and triazoles (clotrimazole, miconazole, 

cetoconazole, fluconazole, and itraconazole) are fungistatic and not fungicidal against Candida 

(32). In turn, linalool seems to be able to interfere with the ergosterol content of the plasma 

membrane of C. albicans, possibly in a similar way as polyenic antifungals such as 

amphotericin B and nystatin, by incorporating into membrane lipids and promoting the 

formation of permeable pores and cell membrane rupture, in addition to oxidative damage and 

fungal cell death (28,31). However, the in vitro results and molecular docking of this study 

suggested the predictive hypothesis that linalool possibly interferes with ergosterol levels by 

interacting with lanosterol 14α-demethylase and ∆ 14-sterol reductase, in addition to affecting 

the cell wall of C. albicans by binding to 1,3-β-glucan synthase and consequently affecting cell 

growth (Table 4, and Figures 4 and 5). 

Interestingly, the second stage in the conversion of lanosterol to ergosterol involves 

catalysis by the enzyme ∆ 14-sterol reductase (Erg24). In contrast to Erg11, this enzyme is not 

a component of cytochrome P-450 in mammalian liver, suggesting that drugs against this fungal 

enzyme may not produce the adverse drug interactions often seen with azole drugs (31). Thus, 

the molecular docking of linalool with ∆ 14-sterol reductase suggested a possible interaction 



87 

 

releasing -4.70kcal/mol of energy and possibly interfering with fungal viability (Table 4 and 

Figure 6).  

Therefore, linalool was predictively shown to be a promising drug candidate against C. 

albicans, binding to several important targets that compromise fungal viability and exhibiting 

ADMET pharmacokinetic characteristics with significant theoretical oral bioavailability, low 

toxicity, and high similarity to pharmaceuticals (28). However, in in vivo studies with rabbits 

and rats, after rapid intestinal absorption, linalool is an enzymatic inducer of the microsomal 

cytochrome P-450 system, which metabolizes this monoterpene into 8-hydroxy linalool and 8-

carbox linalool, which are excreted mainly via the urinary tract (33). 

The therapeutic use of phytochemicals extracted from essential oils of plant origin, such 

as linalool, presents some limitations mainly regarding their solubility and bioavailability. In 

this sense, drug delivery systems may constitute versatile and alternative platforms to overcome 

the disadvantages of phytochemical administration, aiming at the improvement of their 

bioactive effects (34). Some solubilizing agents, such as dimethyl sulfoxide (DMSO), generally 

improve the bioavailability of linalool, but can also cause cellular toxicity and undesirable side 

effects. Furthermore, as a volatile compound, linalool is unstable and has a short half-life, which 

severely restrict its clinical application (35). Moreover, the lipophilic nature of linalool confers 

low solubility in water. In order to overcome these limitations, several recent studies have 

described the complexation of linalool with cyclodextrins (36). 

Cyclodextrins are supramolecular structures characterized by the formation of a ring, 

and β-cyclodextrins are the most common form used in drug delivery. The β-cyclodextrins have 

a truncated cone shape and are composed of seven glucopyranoside units. In cyclodextrin 

complexes, the hydrophilic outer surface confers water solubility and the hydrophobic inner 

cavity allows the inclusion of lipophilic compounds such as linalool (37). Nanoscale delivery 

systems can also be naturally used to encapsulate linalool. 

The scientific literature describes many examples of the use of lipid nanoparticles to 

overcome the challenges involved in the delivery and release of natural compounds, such as 

flavonoids, polyphenols, and carotenoids, which promote important health benefits (38). Lipid 

nanoparticles have a wide range of important characteristics, such as reduced particle size 

(between 40 and 1000 nm), large surface area, high loading capacity, possibility of controlled 

release of the active compound, easy large-scale production, and most importantly, a 

biocompatible and biodegradable nature (35,39). Thus, linalool strongly benefits from its 

loading into lipid nanoparticles (40), since these particles are able to overcome the 

physicochemical difficulties of linalool. 



88 

 

In summary, this research indicated that linalool is a fungicidal molecule against clinical 

strains of C. albicans from vulvovaginal secretions that are resistant to fluconazole. Moreover, 

based on the results of in vitro assays with sorbitol and ergosterol, linalool appeared to affect 

the membrane and cell wall integrity of C. albicans, and molecular docking suggested the 

predictive possibility of linalool interacting with key enzymes in the biosynthesis and 

maintenance pathways of these fungal structures. Furthermore, linalool showed low 

toxicological potential in silico, but in vitro and in vivo studies are needed to fully clarify the 

mechanism of action of this compound and provide more confidence in its use (Figure 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Summary representation of the predictive mechanism of action of linalool against four molecular targets 

of C. albicans strains based on in vitro test results and molecular docking. The linalool molecule appears to 

interfere with fungal cell wall maintenance involving 1,3-β- glucan synthase. Linalool can also interfere with 

fungal cell membrane integrity, altering the ergosterol content of these cells through interactions with lanosterol 

14α-demethylase, ∆ 14 sterol reductase, and/or formation of permeability pores and consequent lysis of the fungal 

cell membrane. 
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Abstract: Vulvovaginal candidiasis is one of the most common fungal infections in women, 

affecting approximately 75% of this population at some point in their lives. It is primarily 

caused by the fungus Candida albicans and can be triggered by various factors, such as 

antibiotic use, diabetes, pregnancy, and use of hormonal contraceptives. In addition, the large 

increase in mycotic infections caused by C. albicans and the frequent therapeutic failure of 

conventional antifungals allied to the development of resistance of these microorganisms has 

led to the need for studies on the antifungal capacity of monoterpenes due to the great 

microbicidal potential that these molecules present, in addition to the capacity that these 

compounds demonstrate in combination therapies. Therefore, this work aimed to investigate 

the effects resulting from the association of the monoterpene linalool with the antifungal drugs 

nystatin and fluconazole against C. albicans strains from vulvovaginal secretions. Therefore, in 

vitro microdilution assays were conducted in RPMI-1640 broth and applied the Checkerboard 

method, using the antifungal drug amphotericin B as a control. The results of this study indicate 

that linalool shows strong anti-C. albicans activity and synergism with fluconazole, because 

the fractional inhibitory concentration index was (ICIF = 0.25) for C. albicans ATCC 76485. 

However, the combination of linalool and nystatin resulted in an indifferent effect. Thus, 

linalool showed antifungal potential, in which its association with fluconazole was able to 

reverse C. albicans resistance in in vitro assays. 

 

Keywords: Linalool; Candida albicans; Synergism; Fluconazole; Fungal resistance.   

 

 

 

INTRODUCTION 

 

Candidiasis is a fungal disease that affects a large number of individuals and is 

characterized by an exacerbated yeast growth with the potential to affect multiple anatomical 

sites, and the skin and mucous membranes are the most common sites of infection, especially 

the mouth and vagina (Ben-Ami, 2018). Thus, vulvovaginal candidiasis (VVC) is a fungal 

infection caused by several Candida species, and in most cases, Candida albicans is involved. 

A total of 75% of women of fertile age develop VVC at least once in their lives (Carvalho et 
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al., 2021), and this disease brings several discomforts, such as: pruritus, pain, irritation, 

dyspareunia, abnormal vaginal discharge, among others, thus causing great disorders and 

impacting the overall health of the female population (Yano et al., 2019).  

Standard treatment for VVC consists of therapy with a topical antifungal agent or oral 

fluconazole (Sarsi et al., 2021; Pappas et al., 2016). Fluconazole is a fungistatic agent that 

selectively inhibits the fungal enzyme-dependent cytochrome P-450, called lanosterol 14 α-

demethylase, encoded by the ERG11 gene, which converts lanosterol into ergosterol, the main 

lipid of the fungal cell membrane (Whaley et al., 2017). Since fluconazole is fungistatic rather 

than fungicidal, there is a greater possibility of fungal cells developing acquired resistance in 

the presence of this medicinal product (Berkow & Lockhart, 2017).  

Therefore, the discovery or development of antifungal molecules with fungicidal 

properties and fewer adverse effects is important in this context (d’Enfert et al., 2021). Thus, 

linalool, a lipophilic monoterpene from aromatic plants such as Lavandula angustifolia 

(Lavender) (24.30%), a plant of the Lamiaceae Martinov family native to the Mediterranean 

coast with known antifungal activity, appears to be promising (Chen et al., 2020). In addition, 

combined pharmacological therapy with more than one substance has been important in fungal 

infections with resistant pathogens. Because the concomitant administration of two or more 

drugs enables a better spectrum of action, use of smaller doses and minimisation of the adverse 

effects of medications (Nidhi, Rolta, Kumar, Dev, & Sourirajan, 2020; Rosata et al., 2021). 

Therefore, this study aimed to investigate the effects of combining linalool with the 

antifungal drugs nystatin and fluconazole against C. albicans strains from vulvovaginal 

secretions. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Chemicals and microorganisms 

The monoterpene linalool [3,7-dimethyl octa-1,6-dienol-3] (purity: 98.7%) was 

purchased commercially from Quinarí®, Ponta Grossa, PR, Brazil. The working solution was 

prepared at the time of conducting the tests and was duly solubilised in 150μL (3%) of dimethyl 

sulfoxide (DMSO) with 100μL (2%) of tween 80. It was then completed with sterile distilled 

water (q.s.p. 5.0mL) to obtain an emulsion at an initial concentration of 1024µg/mL 

(Nascimento et al., 2007). In addition, the medications used in this study were the antifungal 

drug fluconazole (FLU), nystatin (NYS) and amphotericin B (AMB). These drugs were 
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purchased commercially from (Sigma-Aldrich®, São Paulo, Brazil) and prepared according to 

manufacturers' specifications and in the desired concentrations. 

Fluconazole-resistant clinical strains of C. albicans LM 129 originate from vulvovaginal 

secretions and the strain of C. albicans ATCC® 76485 was used as the standard. Both strains 

belong to the collection of the Research Laboratory of Antibacterial and Antifungal Activity of 

Natural and/or Synthetic Bioactive Products of the Federal University of Paraíba, Paraíba, 

Brazil (UFPB). The fungal strains were maintained in test tubes containing Sabouraud dextrose 

agar (SDA) culture medium (DIFCO Laboratories Ltd), at a temperature of 4°C. For the assays, 

48-hour replicates incubated at 35 ± 2°C were used. 

 

Checkerboard synergy assays 

The combinations of linalool with commercial antifungals (nystatin and fluconazole) 

were tested in triplicate against C. albicans strains (LM 129 and ATCC 76485), using the 96-

well plate microdilution method. Where initially, 100μL of RPMI-1640 broth was added to the 

wells of the plate and then linalool (50µL) was added in the vertical direction and the antifungal 

agent (nystatin or fluconazole) (50µL) in a horizontal direction. Thus, linalool was tested at 

different concentrations (MIC × 8, MIC × 4, MIC × 2, MIC, MIC/2, MIC/4 and MIC/8). Finally, 

20μL of the fungal suspensions were added with an inoculum of approximately 1-5 × 106 

colony-forming units per millilitre (CFU/mL) standardised according to the 0.5 tube on the 

McFarland scale. The plates were then aseptically sealed and incubated at 35 ± 2ºC for 48 hours 

(Bassolé & Juliani, 2012; CLSI, 2017).  

The fractional inhibitory concentration index (FICI) was calculated by summing the 

FIC(A) + FIC(B), where A stands for antifungal and B for linalool. The FIC(A), in turn, was 

calculated by the relation: minimum inhibitory concentration (combined MIC(A) / MIC(A) 

alone), and analogously for FIC(B) (eq. 1). 

(eq. 1). 

FIC index = FICA + FICB =
MICA in combination

MICA tested alone
+

MICB in combination

MICB tested alone
 

 

This index was interpreted as follows: synergism (≤ 0.5), additivity (> 0.5 and < 1), 

indifference (≥ 1 and < 4) and antagonism (≥ 4.0) (Lewis, Diekema, Mener, Rfaller, & Klepser, 

2002). 
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RESULTS 

 

Effects of the combination of linalool and nystatin against C. albicans 

Firstly, the MIC of linalool alone against the strains analyzed was 64µg/mL (Table 1). 

Furthermore, it can be observed that the C. albicans strains studied were sensitive to nystatin 

and that the combination of linalool with the latter resulted in an indifferent interaction, as can 

be verified through the FIC index. Therefore, linalool has significant antifungal activity, 

however, its combination with nystatin does not seem interesting from the point of view of 

multidrug therapy, given that this interaction does not improve and does not impair the 

sensitivity profile of the microorganism under study. 

 

Table 1. MIC of linalool and the effects of the combination with the antifungal nystatin 

(NYS) against C. albicans LM 129 and C. albicans ATCC 76485. 

 

Substance/ 

Drug 

 C. albicans LM 129  C. albicans ATCC 76485 

MIC 

(µg/mL) 

FIC index 

(Interaction type) 

MIC 

(µg/mL) 

FIC index 

(Interaction type) 

Linalool  64 - 
 

64 - 

NYS 4 - 4 - 

Linalool/NYS  64/4 3,0 (indifferent)  64/4 2,25 (indifferent) 

 
Cut off points: MIC of Nystatin ≤ 4 (S); 8 – 32 (S-DD); ≥ 64 (R) μg/mL. S: susceptible; S-DD: susceptible dose-

dependent; R: resistant (Pádua, Guilhermetti, & Svidzinski, 2003).  

 

Effects of the combination of linalool and nystatin against C. albicans 

For the drug fluconazole, both strains tested were resistant (Table 2). In addition, 

linalool was shown to have a better action profile compared to fluconazole, given its lower 

MIC. It was still possible to verify an indifferent effect in the association of linalool with 

fluconazole for the strain LM 129 and synergism for the strain ATCC 76485. Thus, it seems 

that the combination of linalool and fluconazole may be promising because the phytochemical 

studied was able to improve the sensitivity profile of the microorganism in a combination that 

generates more than additive effects. 
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Table 2. MIC of linalool and the effects of the combination with the antifungal fluconazole 

(FLU) against C. albicans LM 129 and C. albicans ATCC 76485. 

 

Substance/ 

Drug 

 C. albicans LM 129  C. albicans ATCC 76485 

MIC 

(µg/mL) 

FIC index 

(Interaction type) 

MIC 

(µg/mL) 

FIC index 

(Interaction type) 

Linalool  64 - 
 

64 - 

FLU ˃1024 - 32 - 

Linalool/FLU  64/˃1024 3,0 (indifferent)  64/32 0,25 (synergistic) 

 

Cut off points: MIC of fluconazole ≤ 2 (S); 4 (S-DD); ≥ 8 (R) μg/mL, document M60. S: susceptible; S-DD: 

susceptible dose-dependent; R: resistant (CLSI, 2017). 

 

DISCUSSION 

 

Combination therapy with available antifungal drugs has been recommended and used 

in the treatment of various mycoses (Hsieh et al., 2018). However, combination therapy with 

natural products is less explored. The advantages over monotherapy include an increase in the 

potency of fungal elimination, reduction in the emergence of resistant strains and a 

minimisation of dose-related toxicity of antifungal drugs (Maurya, Semwal & Semwal, 2020).  

Recent studies reported that the combination of different antifungal agents or the 

combination of natural products and standard drugs can reduce individual MIC values in fungal 

strains (Herman & Herman, 2021). 

Therefore, in this study, the association of the antifungal drug nystatin with the 

monoterpene linalool was used against strains of C. albicans (Table 1) in which they were 

sensitive to nystatin according to the reference values for interpretation criteria (Pádua et al., 

2003). Furthermore, it is observed that the strains tested were sensitive to linalool, which 

inhibited the fungal growth at 64µg/mL demonstrating an important pharmacological effect on 

these strains which Morales et al., 2008 classify as strong antifungal activity (MIC < 

100µg/mL). However, linalool when in association with nystatin demonstrated an indifferent 

effect, and consequently, there are no advantages in their concomitant administration. 

The need to search for new alternatives and/or different antifungal therapeutic 

approaches is validated by the growing incidence of fungal resistance to classical drugs, their 

toxicity, and the costs of available treatments. In this sense, several studies show the growing 

incidence of C. albicans strains resistant to commonly used antifungals, in particular 

fluconazole, which this phenomenon is quite common (Awad, Khoury, Geukgeu, & Khalaf, 

2021; Sobel & Sobel, 2018). Therefore, the combined use of antifungal drugs with 
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phytomedicines is one of the effective methods for improving the effectiveness of antifungal 

drugs (Bhattacharya, Rolta, Dev & Sourisajari, 2021).  

In this regard, Houshmandzad, Scharifzadeh, Khosravi & Shokri (2022) observed that 

linalool showed antifungal activity against Candida sp, together with azole-resistant strains, 

resulting in further research into clinical applications of this compound in the treatment of 

fungal infections. Table 2 highlights the antifungal activity of linalool alone (MIC = 64µg/mL), 

as well as the resistance of the fungal strains tested against fluconazole alone (MIC ˃ 

1024µg/mL). From another perspective, the synergistic effect of linalool with fluconazole (FICI 

of 0.25) was observed for the C. albicans strain ATCC 76485. 

For Mi-Jin Park et al. (2007), synergistic interactions of phytopharmaceuticals with 

fluconazole may be related to the simultaneous inhibition of different fungal targets by the test 

molecule and fluconazole. Fluconazole acts by inhibiting the activity of the enzyme lanosterol 

14α-demethylase which results in the interruption of ergosterol biosynthesis. Therefore, it 

appears that the integrity of the cell wall and cell membrane, together with other membranous 

structures are the target sites for the action of active compounds such as linalool. This effect 

can be attributed to the lipophilic properties of this molecule and indicates its ability to penetrate 

the plasma membrane (Tariq et al., 2019). In addition, the fungicidal action of several 

monoterpenes including linalool has been observed, and they may reduce the usual required 

dose of fluconazole. As fluconazole is a hydrophilic azole, it is less effectively absorbed 

compared with lipophilic azoles such as ketoconazole, clotrimazole and itraconazole by the 

lipid components of the fungal cells (Sheven & Schwegler, 1995).  

Therefore, cell wall lysis by lipophilic compounds may result in increased absorption 

and a more optimal amount available to act on the fungal cells, which leads to better and faster 

lethality in these microorganisms. This also facilitates the conversion of fluconazole from a 

fungistatic mode to a fungicidal mode of action. And this combination can be compared to the 

synergistic interaction of azoles with inhibitors of cell wall synthesis (i.e., echinocandins) 

(Spitzer, Robbins & Wright, 2016). Therefore, the exact mechanism for cell wall disruption and 

membrane synthesis by monoterpenes is not yet fully understood, however multiple target sites 

for action by one antifungal agent are additional advantages in combination therapy. 

Importantly, linalool does not exhibit phototoxicity or genotoxicity. Several in vitro 

models, such as bacteria and fibroblast cells, as well as in vivo models with (Sprague-Dawley 

rats), have been used to assess the genotoxicity of linalool, and all have confirmed that this 

monoterpene does not cause changes in genetic material (Api et al., 2015; Aprotosoaie, 

Hăncianu, Costache & Miron, 2014; Marnett et al., 2014). However, studies in rabbits and rats 
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in vivo indicate that, after rapid intestinal absorption, linalool functions as an enzymatic inducer 

of the microsomal cytochrome P-450 system, which metabolizes the monoterpene into 8-

hydroxy linalool and 8-carbox linalool, which are mainly excreted by the urinary tract (Chadha 

& Madyastha, 1984). 

Despite their therapeutic properties, the use of phytochemicals extracted from plant 

essential oils, such as linalool, may be limited due to their low solubility and bioavailability. 

To overcome these limitations, drug delivery systems can be used as alternative and versatile 

platforms to enhance the bioactive effects of phytochemical compounds (Koziol, Stryjewska, 

Librowski, Salat, Gawel, Moniczewski & Lochyński, 2014). Although solubilizing agents, such 

as dimethyl sulfoxide (DMSO), can improve the bioavailability of linalool, they can also cause 

cellular toxicity and undesirable side effects. Furthermore, due to its volatile nature, linalool is 

unstable and has a short shelf life, limiting its clinical application (Rodríguez-López et al., 

2020). In addition, the lipophilicity of linalool results in low water solubility. To overcome 

these limitations, recent studies have explored the complexation of linalool with cyclodextrins 

(Paiva-Santos et al., 2022). 

In this regard, cyclodextrins are supramolecular structures characterised by ring 

formation, and β-cyclodextrins are the most common form used in drug delivery. The β-

cyclodextrins have a truncated cone shape and are composed of seven glucopyranoside units. 

In cyclodextrin complexes, the hydrophilic outer surface confers water solubility and the 

hydrophobic inner cavity allows the inclusion of lipophilic compounds such as linalool. 

Nanoscale delivery systems can also be naturally used to encapsulate linalool (Carneiro, Duarte, 

Heimfarth, Quintans, Quintans-Júnior, Júnior & Lima, 2019; Paiva-Santos et al., 2022). 

The use of lipid nanoparticles is widely described in the scientific literature as a solution 

to overcome the challenges associated with the delivery and release of natural health beneficial 

compounds such as flavonoids, monoterpenes, polyphenols and carotenoids (Al-Nasiri et al., 

2018). These nanoparticles exhibit a wide range of important characteristics, such as small 

particle size (40-1000nm), large surface area, high loading capacity, controlled release of the 

active compound, ease of large-scale production, as well as being biocompatible and 

biodegradable (Carbone et al., 2018; Rodríguez-López et al., 2020). Therefore, linalool is 

widely benefited by its loading in lipidic nanoparticles, because these particles are able to 

overcome the physicochemical difficulties associated with this compound (Pereira, Zielińska, 

Ferreira, Silva & Souto, 2018). 
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CONCLUSIONS 

 

Therefore, phytochemicals have been widely exploited by the pharmaceutical and drug 

industry, because the various pharmacological properties that these compounds have has been 

validated by a multitude of experimental studies. The antimicrobial potential of monoterpenes 

against fungal pathogens that cause disease in humans has been reported by several studies, 

which implies a high degree of therapeutic value for this class of molecules. Combination 

therapy, including the synergistic activity of these compounds, has been explored as an 

alternative to the antimicrobials currently in clinical use that have become ineffective due to 

microbial drug resistance.  

In the present study, it was possible to observe the antifungal activity of linalool and the 

synergistic effect of this monoterpene with fluconazole against C. albicans strains, in which 

this combination was able to turn these once-resistant strains into susceptible ones. 

The scientific literature is also vast regarding the toxicological analysis of linalool, 

demonstrating that this monoterpene presents pharmacokinetic parameters - Administration, 

Distribution, Metabolism, Excretion and possible Toxicity (ADMET) - similar to licensed 

drugs. Moreover, nanoencapsulation in lipidic particles as an intelligent drug delivery system 

could be used for linalool in order to circumvent the physicochemical difficulties (such as high 

lipophilicity) characteristic of this molecule. However, the pharmacological evaluation 

(including pharmacodynamic research) and toxicity studies of synergistic 

phytochemical/antifungal combinations need to be explored before their studies in humans. 
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Abstract 

Introduction: Vulvovaginal candidiasis (VVC) is an infection caused by the fungus Candida 

albicans, responsible for 90% of cases. Biofilm formation by the fungus is a factor that 

contributes to the persistence of the infection and protects the fungal cells from antimicrobial 

treatments. Objective: To investigate the anti-biofilm effect of linalool against strains of C. 

albicans from vulvovaginal secretions as well as, the interactions of this compound with the 

enzyme 1,3-β-glucan synthase which seems to be an important therapeutic target for the 

treatment of VVC. Materials and methods: In vitro assays were performed with C. albicans 

strains LM 129 and C. albicans ATCC 76485 and crystal violet to evaluate the effect of linalool 

on biofilm formation in microtubules. In addition, flexible molecular docking simulations were 

performed in AutoDock 4.2 and molecular dynamics in GROMACS 2022.3. Results: Linalool 

reduced biofilm formation by 74.65% on average for both C. albicans strains studied. Nystatin 

showed low percentage (21.3%) on average in reducing biofilm formation and high adhesion 

of fungal cells to microtube walls. Furthermore, linalool interacted with the enzyme 1,3-β-

glucan synthase of C. albicans resulting in free energy release (ΔG) of -6.0 kcal/mol, 

comparable to that of the control ligand castanospemine (-7.0 kcal/mol), as well as generating 

a stable receptor-ligand complex in up to 30ns of MD simulation. Conclusions: Linalool was 

bioactive against C. albicans biofilm formation. And predictively, this effect is possibly due to 

the interactions of this monoterpene with the enzyme 1,3-β-glucan synthase. 

 

Keywords: Biofilms; monoterpenes; antifungals; candidiasis vulvovaginal; molecular 

docking; Candida albicans. 

 

Predicción de acoplamiento, dinámica molecular y efecto anti-biopelícula del linalol 

contra cepas de Candida albicans de secreciones vulvovaginales 

 

Introducción. La candidiasis vulvovaginal (CVV) es una infección causada por el hongo 

Candida albicans, responsable del 90% de los casos. La formación de biopelículas por parte 

del hongo es un factor que contribuye a la persistencia de la infección y protege a las células 

fúngicas de los tratamientos antimicrobianos. Objetivo. Investigar el efecto anti-biopelícula del 

linalol frente a cepas de C. albicans de secreciones vulvovaginales, así como las interacciones 
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de este compuesto con la enzima 1,3-β-glucano sintasa, que parece ser una diana terapéutica 

importante para el tratamiento de CVV. Materiales y métodos. Se realizaron ensayos in vitro 

con las cepas C. albicans LM 129 y C. albicans ATCC 76485 y cristal violeta para evaluar el 

efecto del linalol en la formación de biopelícula en microtubos. Además, se realizaron 

simulaciones de acoplamiento molecular flexible en AutoDock 4.2 y dinámica molecular en 

GROMACS 2022.3. Resultados. Linalol redujo la formación de biopelículas en un 74,65% de 

media para las dos cepas de C. albicans estudiadas. La nistatina mostró un bajo porcentaje 

(21,3%) en promedio en la reducción de la formación de biopelículas y una alta adherencia de 

las células fúngicas a las paredes de los microtubos. Además, el linalol interactuó con la enzima 

1,3-β-glucano sintasa de C. albicans, lo que resultó en una liberación de energía libre (ΔG) de 

-6,0 kcal/mol, comparable a la del ligando de control castanospemina (-7,0 kcal/mol), además 

de generar un complejo receptor-ligando estable en hasta 30ns de simulación por DM. 

Conclusiones. Linalol fue bioactivo contra la formación de biopelículas de C. albicans. Y de 

forma predictiva, este efecto posiblemente se deba a las interacciones de este monoterpeno con 

la enzima 1,3-β-glucano sintasa. 

 

Palabras clave: Biopelículas; monoterpenos; antifúngicos; candidiasis vulvovaginal; 

acoplamiento molecular; Candida albicans. 

 

Introduction 

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is an infection caused mainly by the fungus Candida 

albicans, which is responsible for about 90% of cases. This infection can occur in women of all 

ages and is characterized by symptoms such as itching, burning and vaginal discharge (1, 2). 

One of the factors contributing to the persistence of infection and the development of recurrent 

vulvovaginal candidiasis (RVVC) is the formation of biofilm by the fungus, which adheres 

strongly to the vaginal mucosa and protects the fungal cells from antimicrobial treatments (3). 

Biofilm is a complex structure formed by a community of microorganisms, surrounded 

by an extracellular matrix composed of proteins, carbohydrates and lipids. Biofilm formation 

by C. albicans is a complex process, which involves the synthesis of glucan by the enzyme 1,3-

β-glucan synthase. This enzyme is essential for the integrity of the fungal cell wall and is an 

important therapeutic target for the treatment of VVC (4, 5). 

Linalool is a compound found in essential oils of plants such as Lavender (Lavandula 

angustifolia) and Rosemary (Rosmarinus officinalis). This compound has antifungal activity 

and has been studied as an alternative therapy for the treatment of VVC (6, 7). Recent studies 

have shown that linalool inhibits C. albicans biofilm formation by reducing the adhesion of the 

fungus to vaginal epithelial cells. In addition, linalool has low toxicity and is well tolerated, 

making it a promising option for the treatment of VVC (8, 9). 

Therefore, this study aimed to investigate the anti-biofilm effect of linalool against C. 

albicans strains from vulvovaginal secretions as well as, the interactions of this compound with 
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the enzyme 1,3-β-glucan synthase which seems to be an important therapeutic target for the 

treatment of VVC. 

 

Materials and methods 

 

Substances and microorganisms 

The substances used in the assays: Linalool (LIN) [3,7-dimethyl octa-1,6-dienol-3] and 

Nystatin (NYS), were acquired from Quinarí® (Ponta Grossa, PR, Brazil) and Sigma-Aldrich® 

(São Paulo-SP) respectively. The working solution was prepared at the time of performing the 

tests, using 10μL of linalool and properly solubilized in 150μL (3%) of dimethyl sulfoxide 

(DMSO) added to 50μL (1%) of tween 80. It was then supplemented with sterile distilled water 

(q.s.p. 80mL) to obtain an emulsion at the minimum inhibitory concentration (MIC) of 

64µg/mL (10). The strain of C. albicans LM 129 used in this study belongs to the mycobank of 

the Research Laboratory of Antibacterial and Antifungal Activity of Natural and/or Synthetic 

Bioactive Products of the Federal University of Paraíba (UFPB). The American Type Culture 

Collection strain (C. albicans ATCC 76485) was used as control. For the in vitro assays, fungal 

suspensions were prepared in 0.85% saline solution from fresh cultures and turbidity was 

equivalent to 0.5 on McFarland's standard scale, which corresponds to an inoculum of 

approximately 1-5 × 106 colony forming units per milliliter (CFU/mL) (11). 

 

Biofilm formation test 

To evaluate the effect of linalool in inhibiting biofilm formation of C. albicans strains, 

the crystal violet test (NewProv, Pinhais-PR, Brazil) was employed. In which, polystyrene 

microdilution tubes with 1.5mL capacity were filled with 800μL of RPMI-1640 broth, 100μL 

of the linalool emulsion (MIC concentration = 64µg/mL) and 100μL of the suspensions of C. 

albicans strains LM 129 and ATCC 76485. This same procedure was performed with the 

antifungal nystatin (MIC concentration = 4µg/mL). Then, the microtubes were incubated at 

35±2ºC for a period of 48h. Subsequently, the broth was discarded and the walls of the 

microtubes washed 3-5 times with distilled water to remove any deposited planktonic cells. The 

tubes were left to dry at room temperature for 1h. After this period, 1000μL of the 1% crystal 

violet solution was transferred and after 20min the dye was discarded and the excess was 

removed with distilled water. Then 1000μL of 95% ethanol (Química Moderna, Barueri-SP, 

Brazil) was added and the optical density of the crystal violet-ethanol solution was measured at 

590nm (Kasvi, 4NM). The test control was performed with the strains inoculated in RPMI-
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1640 broth. The assays were performed in triplicate and the cell adhesion rate on the microtube 

walls were calculated using the formula: [(ODC - ODT) / ODC × 100], where ODC is the mean 

of the optical density of the control in nutrient broth and ODT, the mean of the optical density 

of the treatment with the substances tested (12). The percentage of adhesion reduction was 

calculated by the ratio between the optical densities obtained in the crystal violet test, the 

treatment and the control. Cells were classified as weakly adhered (if < 40%), moderately 

adhered (between 40.01 and 79.99%) or highly adhered (if > 80%) (13). The degree of 

inhibition of biofilm formation was classified as strong (> 80%), moderate (between 40.01 and 

79.99%) or weak (if < 40%) (14). 

 

Molecular docking 

Flexible molecular docking simulations were performed with the protein involved with 

C. albicans cell wall synthesis 1,3-β-glucan synthase (PBD ID: 1EQC), whose structure was 

taken from the Protein Data Bank (PDB) and loaded into PyMol 2.5.3, to remove water 

molecules and the cocrystallized ligand castanospermine (CAS). The structure of the ligand 

linalool (LIN) was obtained from PubChem and using Avogadro 1.2.0 software at pH 7.4 and 

Mopac2012 at the PM7 level, energy minimizations and molecular optimization were 

performed with the MMFF94 force field (15, 16). 

Subsequently, the protein was loaded into the software AutoDock Tools (17) for the 

addition of hydrogens and Kollman charges, besides the mixing of non-polar hydrogens. Soon 

after, docking simulations were performed with the identification of the target active site with 

the respective flexible amino acids (Glu27, Tyr29, His135, Asn146, Asn191, Glu192, Tyr255, 

Glu292, Trp363), grid centre (34.475; 36.263; 55.769 Å), dimensions (40 x 40 x 40 Å) and 

0.375 Å spacing. 

After the location of the active site, the docking was developed in AutoDock 4.2, with 

100 operations of Lamarckian genetic algorithm and in the standard parameters of AutoDock 

Tools. With this, values of Free Energy of Binding (ΔG) and Inhibitory Constant (Ki) were 

generated, being selected the conformations with lower value of ΔG. Finally, with the aid of 

PyMol 2.5.3 and Discovery Studio 2021 software, the results were analysed, determining the 

binding regions of the target with the ligand molecule, the types of interactions and the amino 

acids of the active site that participate in the linkages. The validation process of the 

methodology, was performed through molecular redocking and selected the conformation of 

the ligand with the lowest Root-Mean-Square Deviation (RMSD) value of the distances 

between the atoms and below 2.0 Å (18). 
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Molecular dynamics simulation 

Molecular dynamics (MD) simulation was performed using GROMACS software 

version 2022.3 (19). The molecular complex selected for simulation initially had its ligand 

separated from the respective protein using PyMol 2.5.3 software and furthermore, water 

molecules and any other artefacts were removed. The topology and coordinate files of the 

protein were also generated using GROMACS with the CHARMM36 force field and then the 

topology file of the ligand was generated in CGenFF and consequently the complexes were 

built and the coordinate and topology files for the protein-ligand system were generated (20, 

21). Following this, the system was confined and centred in a cubic box under periodic 

boundary conditions. The minimum solute-box distance was fixed at 1.5nm to ensure a distance 

of at least 3.0nm between the protein and its periodic image, avoiding artefacts during MD 

simulations and resulting in a box volume of 589,682nm3. The box was filled with 

approximately 17,230 spc216 water molecules (22) to reproduce the effects of the solvent, and 

counter-ions were added to neutralise the charge of the system. 

The MD simulation started with two 100ps energy minimization (EM) steps performed 

in sequence. The first EM was performed with position restriction (PR) of the protein and ligand 

so that the water molecules could settle inside the box. Then, a second EM step was performed 

without PR to achieve a local minimum on the potential energy surface of the system. Both EM 

steps were conducted using the steepest descent algorithm and the maximum force was set to 

100.0 kJ mol-1 nm-1 as a convergence criterion. In sequence, temperature and pressure 

equilibrium was achieved by performing two 100ps equilibrium steps, first under an isothermal-

isochoric (NVT) ensemble and then under an isothermal-isobaric (NPT) ensemble, to bring the 

system to a temperature of 300K and 1 bar of pressure. Both temperature and pressure were 

maintained using the velocity re-scaling thermostat (23) and the Parrinello-Rahman pressure 

coupling methods (24) respectively. Finally, a 30ns MD production step was conducted at 300K 

and 1 bar pressure using 2fs as integration time, a 1.2nm cutoff for short-range interactions 

(Lennard-Jones and Coulomb) and the leap-frog integrator algorithm; the complex coordinates 

were stored every 10ps. Finally, the MD simulation was analysed using the Visual Molecular 

Dynamics (VMD) software (25) and Grace (26). 
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Results 

 

Effects of linalool on biofilm reduction 

The effect of linalool on the biofilm formation of C. albicans LM 129 and ATCC 76845 

was tested, and a reduction of cell adhesion on the microtubule surface was observed. The 

values obtained from the optical densities in the crystal violet test, treatment and control are 

presented in (Table 1). Thus, it was verified that linalool inhibited the formation of biofilm of 

the tested strains. Considering the standard deviations, the percentages of reduction of cell 

adhesion with linalool varied between 70.4% and 78.9%, characterizing a moderate antibiofilm 

activity of this compound. These values also indicated that the activity of linalool was 

significantly higher than the standard drug nystatin. 

 

Table 1. Percentages of reduction and classification of cell adhesion in the in vitro biofilm 

formation assay. 

*Data were obtained from an experiment carried out in triplicate and presented as percentage values of reduction 

of biofilm adhesion, obtained from the mean ± p.e.m. in comparison with the negative control. 

 

Interactions of linalool with 1,3-β-glucan synthase 

By performing molecular redocking of the cocrystal castonospermine ligand on the 

enzyme 1,3-β-glucan synthase, RMSD values ≤ 2.0 Å were obtained, which validates the 

methodology used. Furthermore, it is possible to compare the binding energies (ΔG) and 

inhibitory constants (Ki) of the control ligand with the monoterpene linalool. These parameters 

demonstrate that the control castonospermine (redocking) ligand has a higher binding affinity 

compared to linalool, as can be seen in (Table 2). 

 

Table 2. Values of Binding Energy (ΔG) and Affinity Constant (Ki) of linalool and 

castanospermine against the enzyme 1,3-β-glucan synthase (PDB ID: 1EQC). 

 

Molecules ΔG (kcal/mol) RMSD (Å) Ki 

CAS - 7.0 0.51 0.41 μM 

LIM - 6.0 - 39.85 μM 

 

Drug 
C. albicans LM 129                 C. albicans ATCC 76485 

% reduction adhesion type  % reduction  adhesion type 

LIN 78,9 ± 2,3 moderate  70,4 ± 1,9  moderate 

NYS 13,3 ± 2,5 high  29,3 ± 2,5  high 
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It is important to highlight the main interactions between the castanospemine ligand in 

the redocking process and the active centre of the enzyme 1,3-β-glucan synthase. In this context, 

the various hydrogen interactions with the residues (Glu27, Tyr29, His135, Asn191 and 

Glu292) stand out, in addition to van der Waals interactions, hydrogen carbon and hydrogen 

donor Pi bond as illustrated in figure 1. These interactions were similar to those of the cocrystal 

ligand, except for the two Pi-alkyl bonds with the residues (Tyr255 and Trp373) that did not 

form with the redocking ligand. 

 

Figure 1. Validation process for molecular docking by redocking. A, Best overlap of castanospermine after redocking (blue) 

with respect to the PDB cocrystal (green). B, Two-dimensional interactions of castanospermine with the amino acids of the active 

site of the enzyme 1,3-β-glucan synthase (PDB ID: 1EQC). 

 

The molecular docking process of linalool with the enzyme 1,3-β-glucan synthase from 

C. albicans resulted in a favourable conformation, with free energy release (ΔG) of -6.0 

kcal/mol, comparable to that of the control ligand (according to Table 2). Moreover, the 

interactions between the monoterpene and the enzyme active site are hydrogen bonds between 

residues Glu27 (with distance of 2.14 Å) with the H21 of the linalool hydroxyl and Asn146 

(with distance of 2.16 Å) with the O1 of the hydroxyl of this monoterpene. It is also important 

to highlight the occurrence of a Pi-sigma bond between the benzene ring of Phe258 (with 

distance of 2.81 Å) and the C10 carbon atom of linalool, in addition to some van der Waals and 

Pi-alkyl interactions (as illustrated in Figure 2A and B). 
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The active centre of the enzyme 1,3-β-glucan synthase shows low hydrophobicity and 

the linalool ligand has lipophilic character, however the presence of the OH group at its C2-

linked end gives it polarity and H donor and acceptor characteristic (Figure 2C and D). 

 

 

Figure 2. Flexible molecular docking analysis of linalool in the active site of the enzyme 1,3-β-glucan synthase (PDB ID: 1EQC). 

A, 2D interactions of linalool with the amino acids of the active site of the enzyme under study. B, 3D interactions of linalool with 

the amino acids of the active site of the enzyme under study with emphasis on the binding distances. C, 3D surface model of 

hydrogen bonds. D, 3D surface model of hydrophobicity. 

 

Molecular dynamics simulation calculations 

 

After the docking studies, the protein and linalool were subjected to 30ns MD 

simulations. The aim of this simulation was to observe the dynamic behaviour of the linalool 

compound within the active site of 1,3-β-glucan synthase, in order to compare with the 

molecular docking results and obtain additional information to support the proposal of a new 

potential inhibitor for the enzyme under study. 
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The graph in figure 3 shows the variation of the behaviour of the total energy of the 

system (protein-ligand complex) (1,3-β-glucan synthase - LIN) over time, 30ns of simulation. 

It can be observed that the energy of the system varied, but there was stabilization of the energy 

(≈ -5.905 × 105 kJ/mol) still at the beginning of the simulation and the trend line helps to 

visualize this effect, indicating that the average energy remains constant, suggesting structural 

stabilization. 

 

 
 

Figure 3. Total energy values during MD simulation for the 1,3-β-glucan synthase - LIN complex. 

 

The RMSD values were also analysed to check the deviations and stability of the protein 

and ligand in the complex. A graph showing the average RMSD values between 0 and 30ns of 

simulation is shown in figure 4. 

Since the first 20ns of MD simulation were considered sufficient for stabilization of the 

protein and the ligand, the average RMSD values shown in figure 4 are expected to be small. 

As can be seen, the protein and the ligand (alone) behave well, showing low RMSD values. 

However, for the protein-ligand complex one notices an increase in RMSD thus reaching a new 

stabilization point of the system, but with an RMSD considered low. This result suggests that 

the compound remains within the active site during the 30ns of simulation, demonstrating that 

the system has stabilized and confirming the results obtained by the total energy calculations 

described previously. 
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Figure 4. RMSD values between 0 and 30ns of MD simulation where protein, ligand and protein-LIN complex 

are represented. 

 

The Root-Mean-Square Fluctuations (RMSF) of the protein residues over the simulation 

time were also analysed and are shown in figure 5. It provides a qualitative and quantitative 

view of all the regions of the protein during MD. It can be observed that the regions that 

fluctuated the most during the simulations (highest RMSF values) correspond to the protein 

side chains and loops (Figure 6A and B), residues (172-188) and (232-256), respectively. 

Moreover, the residues in the active site (backbone) region showed less fluctuation, showing to 

be the most stable regions. This result confirms the stability of the MD simulation and the 

moderate interaction of linalool towards the enzyme, suggested by the graphs of total energy, 

RMSD and RMSF, besides also suggesting selectivity, as observed in the molecular docking 

studies. 
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Figure 5. RMSF values per residue of the protein when complexed to the ligand linalool. 

 

 

 

Figure 6. Regions of the protein 1,3-β-glucan synthase with the highest fluctuation of RMSF. A, Side chain 

posterior (blue) to the enzyme active site. B, Side chain (blue) in the vicinity of the entrance to the active site of 

the enzyme. 

 

The radius of gyration (Rg) of the 1,3-β-glucan synthase-LIN complex during the 

simulation time was also analyzed and the average values are shown in figure 7. Interestingly, 

the Rg values initially increased due to the fluctuations of the protein side chains and then 

tended to stabilize, indicating the compactness of the protein and less possibility of 

disintegration of the protein-ligand complex. 
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Figure 7. Average values of the radius of gyration (Rg) of the protein when in complex with the ligand linalool. 

 

The analysis of the H-bonds formed between the ligand linalool and the residues of the 

active site of the protein under study aimed to confirm whether the interactions with the key 

residues in the active site were maintained or not during the MD simulation. In this regard, it 

was found that the OH group of linalool was able to interact through H-bonds with the residues 

in the active site of the enzyme [Glu27 (2.02 Å), Tyr29 (1.99 Å) and Trp363 (3.56 Å)] at the 

very beginning of MD (0-5ns) shown in blue in figure 8 and figure 9A. During the simulation 

period of 6.8-15ns H-bond formation of linalool occurred with the residues [Glu27 (2.12 Å) 

and Asn146 (2.35 Å)] (Figure 9B). However, these interactions lasted for a short time due to 

the fluctuations of the amino acids and the movement of linalool within the active site of the 

enzyme, observed by the discontinuities in the graph of figure 8. In the period of approximately 

15.1-27.3ns, there were alternations of H-bonds of linalool towards residues [Tyr255 (1.93 Å) 

and Glu292 (2.22 Å)] (Figure 9C) and near the end of the MD, there are H interactions of the 

ligand with residues of (Tyr29 and Trp363). 
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Figure 8. H-bonds established during MD simulation between 1,3-β-glucan synthase and linalool over time. 

 

 

Figure 9. 3D model of the H-bond interactions of linalool to residues in the active site of 1,3-β-glucan synthase. 

A, H-bonds between 0 and 5ns. B, H-bond interactions from 6.8 to 15ns. C, H-bonds between 15.1 and 27.3ns. 

 

Discussion 

 

The VVC is a public health problem due to its high incidence and recurrence, causing 

discomfort and impairment to the quality of life of affected women (27). Many factors can 

influence the recurrence of VVC, such as the use of antibiotics, diabetes, pregnancy, oral 

contraceptives and immunodeficiency (28, 29). The treatment of VVC is based on the use of 

antifungal drugs, such as fluconazole, miconazole or clotrimazole. Although these drugs are 

effective, excessive use may lead to the development of resistant strains of C. albicans, 

increasing the therapeutic failure rate (30, 31, 32). 

In view of this, and also of the potential adverse effects and pharmacological interactions 

that limit the use of already licensed antifungals, it is important to invest in research that seeks 
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substances that are effective for the treatment of VVC and that are safe for patients. Therefore, 

in general, molecules derived from natural products are safe and present an interesting 

pharmacological versatility, as well as a great therapeutic potential against fungi and yeasts 

resistant to antifungal drugs currently in clinical use (33, 34). 

Among the great diversity of molecules found in plants with antimicrobial properties, 

monoterpenes such as linalool that demonstrated significant in vitro antifungal effect stand out. 

Linalool is an important component of essential oils and aromatic plants, such as Lavender 

(Lavandula angustifolia), Rosemary (Rosmarinus officinalis), Basil (Ocimum basilicum) etc. 

with vast biological activity, among these, antifungal, anticonvulsant, anti-inflammatory, 

anxiolytic, antitumour and antibacterial (9). 

Furthermore, the ability of C. albicans to form biofilms is an important virulence factor 

and may be associated with antifungal resistance and recurrence of infection (4). Biofilm is a 

collection of microorganisms that adhere to a surface and protect themselves in a polymeric 

extracellular matrix, becoming resistant to treatment. Biofilm formation is favoured by 

conditions such as the presence of medical devices, immunodeficiency and treatment with 

antibiotics. Therefore, the presence of biofilm should be considered in the diagnosis and 

treatment of VVC in order to prevent recurrence of the infection (5). 

Thus, this study showed that linalool has important antifungal activity, especially 

interfering in the process of biofilm formation of C. albicans in vitro (Table 1). It was observed 

that linalool was bioactive against biofilm, reducing its formation by 74.65% on average for 

both strains of C. albicans analyzed and having a moderate rate of adhesion of the strains to the 

walls of microtubules. Thus, linalool was better than the standard antifungal nystatin, which 

showed low percentage of reduction of biofilm formation and high adhesion of fungal cells to 

the walls of microtubules. These data are important because many pharmaceutical formulations 

of vaginal creams for the treatment of VVC contain the antifungal nystatin in its composition 

and also opens possibilities for the inclusion of linalool in these compositions (35,36). 

Furthermore, it seems that linalool interferes with C. albicans biofilm formation by 

interacting with a vital enzyme directly involved in the formation of the fungal cell wall, the 

1,3-β-glucan synthase, responsible for synthesizing the entire glucan structure of the cell wall 

(37). Therefore, in this study it was found that linalool appears to inhibit the enzyme 1,3-β-

glucan synthase with a Ki of 39.85μM and binding energy of -6.0kcal/mol, demonstrating good 

binding affinity (Table 2). As linalool is a lipophilic molecule it crosses cell membranes with 

relative ease, and being the active site of the enzyme under study of partially apolar character, 
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these phenomena point to a molecular complementarity that favours the various interactions of 

linalool towards the active site of the enzyme 1,3-β-glucan synthase (Figure 2). 

Taking together the MD results and corroborating with the flexible molecular docking, 

as well as the in vitro results of this study, it is possible to verify that linalool binds with the 

active site of the enzyme 1,3-β-glucan synthase, interacting with several amino acids of this by 

H-bonds, van der Waals, among others; forming a stable complex in up to 30ns of simulation 

without disintegrating. Therefore, linalool is probably able to inhibit the key enzyme for the 

synthesis of glucan, the main component of the C. albicans cell wall and consequently interfere 

with its viability and biofilm formation. 

 

Conclusions 

Therefore, biofilm formation by C. albicans is an important factor for the persistence of 

VVC and the development of RVVC. Furthermore, the enzyme 1,3-β-glucan synthase is an 

important therapeutic target for the treatment of this infection, and this study indicates that 

linalool is a promising compound for inhibiting fungal biofilm formation. However, further 

studies are needed to evaluate the efficacy and safety of linalool as a therapeutic agent for 

vulvovaginal candidiasis. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Tomando em conjunto os resultados dos experimentos in silico desse estudo, bem como 

a análise da literatura científica de ensaios in vitro e in vivo, o linalol apresentou características 

farmacocinéticas e toxicológicas favoráveis a administração ao organismo, pois este composto 

exibiu significativa biodisponibilidade oral teórica, elevada absorção intestinal, eliminação 

majoritariamente urinária e não foi hepatotóxico. Além disso, o linalol mostrou-se não ser 

mutagênico ou tumorigênico e parece não ter efeitos biológicos sobre o sistema reprodutivo. 

Portanto, o linalol apresentou baixa toxicidade aguda, por via oral e cutânea. 

O linalol foi bioativo sobre as cepas de C. albicans de secreções vulvovaginais 

resistentes ao fluconazol. E essa bioatividade do linalol é forte e de natureza fungicida. Além 

disso, com base nos ensaios in vitro com o sorbitol e o ergosterol, o linalol parece interferir com 

a integridade da parede e da membrana celular de C. albicans. Sendo assim, verificou-se 

também através do docking e da dinâmica molecular que esse monoterpeno interagiu 

quimicamente com três enzimas importantes para a biossíntese de componentes e manutenção 

da parede e membrana celular fúngicas (1,3-β-glucano sintase, lanosterol 14α-demetilase e Δ 

14-esterol redutase), possivelmente desempenhando atividade inibitória. Nota-se ainda, que o 

complexo receptor-ligante entre a 1,3-β-glucano sintase – linalol, estabilizou-se ao longo de 

30ns de simulação, evidenciando o mecanismo de ação via parede celular. 

É importante destacar ainda que o linalol quando em associação com o antifúngico 

nistatina resultou em efeito indiferente, mas quando combinado com o fluconazol teve efeito 

sinérgico sobre a cepa C. albicans ATCC 76485. Outrossim, o linalol foi bioativo sobre o 

processo de formação de biofilme de C. albicans, reduzindo em mais de 70% e tendo taxa de 

adesão moderada. 

Portanto, o linalol poderá ser considerado como uma opção terapêutica viável 

futuramente no combate à candidíase vulvovaginal. No entanto, devido algumas características 

físico-químicas do linalol que limitam sua utilização (como: alta solubilidade em lipídeos e 

baixa biodisponibilidade) o desenvolvimento de uma forma farmacêutica é necessário para se 

pensar em desenhar estudos in vivo em modelos de ratas com candidíase vulvovaginal que 

poderá ser realizado no futuro. Nesse sentido, formas farmacêuticas de β-ciclodextrinas podem 

ser desenvolvidas para contornar as limitações citadas, pois essas estruturas supramoleculares 

apresentam uma superfície externa hidrofílica que confere solubilidade em água e a cavidade 

interna hidrofóbica permitindo a inclusão de compostos lipofílicos como o linalol. 
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