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RESUMO

O dleo-resina da espécie vegetal Copaiba langsdorffii tem potencial fitoterapico mediante seu
uso popular tradicional para tratamento de candidiase vulvovaginal, cujo principal agente
etiolégico é Candida sp. E importante a comprovagao cientifica quanto ao uso seguro e eficaz
desta terapéutica, mediante essa espécie de copaibeira ja constar na Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude — RENISUS, justificando pesquisa
com seu ativo biolégico. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antifingica in vitro de Oleo
Resina de Copaiba (ORC) extraido de C. lagsdorffii, Tocantins, bioma Cerrado, frente a Candida
albicans. O teste de sensibilidade a difusdo em disco foi feito usando Nistatina como controle
positivo e Tween 80 (1%) como negativo, tendo ORC em concentragdes de 100%, 75%, 50% e
25%. Foi avaliada a cinética de crescimento do fungo por espectrofotometria com solugédo de
controle positivo (Tween com Nistatina), 4 concentragcdes do ORC, com leitura a cada 3 horas
no limite de 12h. Os resultados nao evidenciaram ORC como antifungico contra a C. albicans,
com possivel viés metodologico. A Cromatografia Gasosa (GC/MS e GC/FID) elucidou
compostos como farnesol, B -cariofileno, a-humuleno, B-bisaboleno e germacreno, sendo
biomarcadores importantes. Um achado inédito foi o composto sintético 3-Cloropropionanilida,
possivel contaminante de herbicida. A busca de alternativas antifungicas de controle da
candidiase permanece um desafio, tanto diante do aumento da resisténcia microbiana quanto
perante ao interesse do SUS, que preconiza qualidade da matéria prima e uso de praticas
medicamentosas mediante seguranca e eficacia, tais quais plantas medicinais e fitoterapicos.
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ABSTRACT

The oil-resin of the Copaiba langsdorffii plant species has phytotherapeutic potential through its
traditional popular use for treatment of vulvovaginal candidiasis, whose main etiological agent is
Candida sp. The scientific certification is important regarding the safe and effective use of this
therapy, through this copaiba species already listed in the National List of Medicinal Plants of
Interest to the Unique Health System - RENISUS, justifying research with biological active
ingredient of this species. The objective in this study was to evaluate the in vitro antifungal activity
of Copaiba Resin Oil (ORC) extracted from C. lagsdorffii, Tocantins, Cerrado biome, against
Candida albicans. The disc diffusion sensitivity test was done using Nistatin as a positive control
and Tween 80 (1%) as a negative, having ORC at concentrations of 100%, 75%, 50% and 25%.
The a growth kinetics of the fungus was evaluated through spectrophotometry with a positive
control solution (Tween with Nistatin), 4 ORC concentrations, with readings at every 3 hours within
12 hours. The results did not show ORC as an antifungal against C. albicans, with possible
methodological bias. Gas chromatography (GC/MS and GC/FID) showed presence of farnesol,
B-caryophyllene, a-humulene, B-bisabolene and germacrene as important biomarkers. An
unprecedented discovery was the synthetic compound of 3-Chloropropionanilide, a possible
herbicide contaminant. The search for antifungal alternatives to control candidiasis remains a
relevant challenge both in view of the increase in microbial resistance and the interest of SUS,
which advocates the quality of raw materials and the safe drug alternative use. such as medicinal
plants and herbal medicines.

KEYWORDS: Copaiba langsdorffii. Candidiase. Health Sciences.

RESUMEN

El aceite-resina de la especie vegetal Copaiba langsdorffii tiene potencial fitoterapico debido a su
uso popular tradicional para el tratamiento de la candidiasis vulvovaginal, cuyo principal agente
etiolégico es Candida sp. Es importante la comprobacion cientifica sobre el uso seguro y eficaz
de esta terapia, mediante esa especie de copaibera ya consta en la Relacién Nacional de Plantas
Medicinales de Interés al Sistema Unico de Salud - RENISUS, justificando investigacién con
activo biolégico de esta especie. El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antifungica
in vitro del Aceite Resina de Copaiba (ORC) extraido de C. lagsdorffii, Tocantins, bioma Cerrado,
frente a Candida albicans. La prueba de sensibilidad a la difusion en disco se realizé utilizando
Nistatina como control positivo y Tween 80 (1%) como negativo, teniendo ORC en
concentraciones del 100%, 75%, 50% y 25%. Se evalud la cinética de crecimiento del hongo por
espectrofotometria con solucién de control positivo (Tween con Nistatina), 4 concentraciones del
ORC, con lectura cada 3 horas en el limite de 12h. Los resultados no evidenciaron ORC como
antifungico contra la C. albicans, con posibles sesgos metodolégicos. La cromatografia de gases
(GC/MS y GC/FID) mostro la presencia de farnesol, B-cariofileno, a-humuleno, B-bisaboleno y
germacreno como biomarcadores importantes. Un hallazgo inédito fue el compuesto sintético 3-
Cloropropionanilida, posible contaminante de herbicida. La blusqueda de alternativas antifingicas
de control de la candidiasis sigue siendo un desafio relevante tanto frente al aumento de la
resistencia microbiana como ante el interés del SUS, que preconiza la calidad de la materia prima
y uso de alternativas medicamentosas con seguridad, tales como plantas medicinales y
fitoterapéuticos.

PALABRAS CLAVE: Copaiba langsdorffii. Candidiasis. Ciencias de la salud.
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1. INTRODUGAO

Os ¢leos extraidos de plantas nativas sdo produtos complexos obtidos a partir de
diversas partes da planta, sendo amplamente utilizados em areas da perfumaria e cosmética,
devido ao seu aroma, e como recurso medicinal tradicional popular devido as suas propriedades
(BERNARDO et al; 2025; BIZZO et al.; 2009; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). Sao amplos os
potenciais de uso como fitoterapico, devido aos seus metabolitos secundarios enquanto
compostos biologicamente ativos. Estes podem ser capazes de agir desde a inibigado do
crescimento dos microrganismos até mesmo sua agao destrutiva, apontado como alternativa de
tratamento em casos de microrganismos resistentes as medicagdes convencionais (CHAMI et
al., 2004; MONDELLO et al., 2003).

O Oleo de Resina de Copaiba (ORC), como é conhecido na sua forma bruta, encontra-
se majoritariamente no tronco da copaibeira, conferindo grande reservatério de 6leo medicinal o
que, popularmente, leva a planta ser conhecida como pau-d’éleo. Dentre as muitas espécies de
copaiba destaca-se o interesse pela Copaifera langsdorffii. Trata-se de uma espécie endémica
do Brasil e muito presente nos biomas Amazénico e Cerrado, sendo arborea nativa cuja altura
varia entre 20 e 40m (SILVA et al.; 2025; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

A composigédo quimica deste ORC se da por duas classes de compostos metabdlitos
secundarios, sendo uma fragdo soélida ndo volatil contendo os sesquiterpenos e acidos
diterpénicos (55-60% do 4leo) e outra fragao volatil, composta por hidrocarbonetos
sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados, e cujas presenca e propor¢cdo podem diferir
qualitativa e quantitativamente de acordo com a espécie e condigbes edafoclimaticas
(BERNARDO et al.; 2025; VEIGA-JUNIOR; PINTO; 2002) e método analitico utilizado (GALUCIO
et al.; 2016). A este 6leo nesta forma bruta e natural tem-se atribuido acbes anti-inflamatéria,
antimicrobiana, cicatrizante, Ulceras e feridas em geral, cuja extragdo se da por meio da
perfuragéo no tronco da copaibeira (LIMA et al., 2020; VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002).

As potencialidades do ORC voltadas as aplicagbes tanto na prevengao como no
tratamento de enfermidades, nos mais diversos sistemas organicos, justificam incentivos as
pesquisas cientificas visando a ampliagcéo da utilizagdo da espécie C. langsdofffii pela populagéo
brasileira, perspectivas de novos medicamentos fitoterapicos e ampliagdo do acesso dos seus
beneficios a populacdo em geral (ZAMBONIN et al.; 2019). Contudo, para que tal ativo natural
seja utilizado com eficacia e seguranga sao necessarias comprovagdes cientificas abordando
sobre toxicidade, composic¢éo fitoquimica, atividade antimicrobiana e mecanismo de agao, dentre
outros atributos, o que requer o desenvolvimento de pesquisas com resultados em tecnologias e
terapéuticas apropriadas, conforme preconiza a Politica e Programa Nacional de Plantas
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Medicinais e Fitoterdpicos (BRASIL, 2016). A espécie C. langsdorffii encontra-se inclusa na
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude — RENISUS.

A farmacodindmica de um ativo natural, como ORC, se da a partir da agéo sinérgica de
seus metabdlitos secundarios, que sao os principios ativos responsaveis pela agao bioldgica da
planta em resposta, por exemplo, a submissdo de agentes antimicrobianos. Isto por que tais
agentes atuam desestabilizando e rompendo a membrana lipidica do fungo, como Candida
albicans, causando destruicdo celular e consequente resposta pela atividade antifungica,
evidenciada pela inibicdo de crescimento (ZAMBONIN et al., 2019). Este é o mecanismo de agéo
esperado com estudos in vitro ao testar ativos naturais frente a patégenos de interesse para
saude. Desta forma, tem-se contribuicdes cientificas a fim de evidenciar efeitos terapéuticos,
segurancga e eficacia de uso em tratamentos de diversas patologias, com ativos advindos do
conhecimento tradicional, além de subsidiar o controle de qualidade de matérias primas e a
producéo de fitoterapicos.

A atividade bioldgica de 6leos de copaibeiras ja foi confirmada em estudos anteriores,
cujas evidéncias sédo mais centradas em bactérias multirresistentes (LIMA et al.; 2020; ABRAO
et al., 2015) e poucos envolvem patologias comuns da assisténcia primaria na saude da mulher,
a exemplo de vulvovaginoses, podendo decorrer de infecgéo fungica por Candida sp. O uso e o
conhecimento da acdo medicinal do dleo de copaiba remontam de praticas indigenas e de
médicos da época colonial do Brasil (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2010). Em estudos in vitro foi
constatada a agao antimicrobiana de ORC, comprovando o seu efeito inibitério na adesao da
cepa do fungo do género Candida (DEUS; ALVES; ARRUDA et al., 2011), porém, s&o raros os
estudos que visam subsidiar alternativas fitoterapicas para tratamento de candidiase
vulvovaginal (REIS; BESSA et al.; 2023).

As espécies do género Candida conferem um total de 150 na atualidade e cerca de 20
sao capazes de causar infecgdes em humanos, sendo esta a décima causa das septicemias em
geral no mundo e mais comum em adultos e criangas (MACIAS-PAZ et al.; 2023; RODRIGUES
et al.; 2023). O principal agente etioldégico da candidiase é C. albicans, sendo a prevaléncia desta
infecgdo fungica recentemente constatada, inclusive, em mulheres estudantes de medicina de
regido sul do Brasil (PEREIRA; POSSOBON, 2023). Por outro lado, esse microrganismo tem se
tornado cada vez mais dificil de controlar devido ao desenvolvimento de resisténcia aos
tratamentos convencionais.

A C. albicans faz parte da microbiota residente do ser humano, sendo encontrada, em
condi¢cdes normais, em locais como a cavidade oral, eséfago e vagina, sem causar danos ao

hospedeiro. No entanto, em situagdes de desequilibrio ou em individuos imunossuprimidos, pode
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ocorrer sua proliferagcdo excessiva, levando ao desenvolvimento da candidiase. Entre suas
formas clinicas, a candidiase vulvovaginal destaca-se como uma das mais frequentes na area
da ginecologia e cujos sintomas sdo pruridos intenso, leucorreia e desconforto durante as
relagdes sexuais, provocando impactos significativos na qualidade de vida das pacientes
(LINHARES et al.; 2018).

Do exposto, o presente estudo objetivou avaliar a atividade antifungica in vitro de Oleo
de Resina de Copaiba (ORC) frente a cepa de C. albicans. Para tanto, aplicou-se o teste de
difusdo em disco pelo método de Bauer-Kirby seguido da verificagdo da cinética de crescimento

do fungo frente ao ativo biolédgico, que foi analisado quanto aos seus fitoconstituintes.

2. METODOLOGIA

Os ensaios biolégicos foram realizados em laboratérios de Farmacologia da
Universidade Municipal Publica de Gurupi - UnirG e de Microbiologia da Universidade Federal
do Tocantins (UFT), campus de Gurupi-TO, sendo 2: um teste de sensibilidade a difusdo em
disco e outro teste de cinética do crescimento do fungo, ambos frente ao ORC como ativo
biolégico. Foi feita analise quanto aos fitoconstituintes do éleo-resina de C. langsdorffii, mediante
cromatografia gasosa (CG-FID) realizada pela Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG-
BH), a partir da amostra enviada pela UnirG no ambito de pesquisa institucionalizada e com

fomento da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Tocantins (FAPT-TO).

2.1. Obtenciao de dleo resina de copaiba (ORC) e preparo da solugao estoque

O ativo natural ORC foi coletado em Area de Preservagdo Permanente (APP) de
propriedade rural do municipio de Cariri, regido sul do estado do Tocantins, localizado ao norte
do Brasil e bioma Cerrado, cuja arvore encontra-se nas seguintes coordenadas de localizagédo
GPS: latitude de -12.039911S; longitude de -49.159672W. A amostra foi retirada no tronco da
arvore a uma altura de 60cm do chéo, cuja perfuracdo atingiu o centro do caule, por cerca de
30cm, usando um trado manual de 7/8 polegada de didmetro e 60cm de comprimento. Esta
perfuracdo foi em declive para que o ORC escorresse por meio de uma mangueira de 3/4 de
polegada, inserida no orificio do caule e findando no seu extremo, que foi acoplada a um coletor
do tipo frasco de vidro na cor ambar e volume de 250 mL, a fim de receber o liquido, que foi de
cor avermelhada. Esta caracteristica € presente somente em Oleo-resina da espécie C.
langsdorffii, popularmente conhecida como copaiba vermelha (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002;
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BERNARDO et al; 2025). Apos a colheita, o orificio foi tampado com uma rolha a fim de preservar
a arvore.

A solucao estoque de ORC (Tabela 1) foi obtida a partir da solubilizagdo em Tween 80 a
1% (1mL de Tween 80 adicionado a 99mL de agua destilada estéril) e, por meio da técnica de
diluicao seriada, foram produzidas as 4 diferentes concentragdes (C) utilizadas nos 2 bioensaios,
sendo: C1 (100% puro), C2 (75%), C3 (50%) e C4 (25%), onde para cada concentragédo o volume
total foi de 100 pL. O controle positivo usado foi o farmaco Nistatina suspenséo 100.000 UL/mL

e o negativo foi Tween 80 a 1%.

Tabela 1. Preparo da solugdo estoque nas 4 concentragdes do Oleo Resina de Copaiba (ORC)

Concentragao Quantidade de Oleo-resina Quantidade de Total (uL)
de C. langsdorffii (uL) Tween 80 (1%) (pL)

C1(100%) 100 - 100

C2 (75%) 75 25 100

C3 (50%) 50 50 100

C4 (25%) 25 75 100

Fonte: Autores

2.2. Bioensaio pelo teste de difusdo em disco: método de Bauer-Kirby
Os procedimentos foram realizados sob capela de fluxo laminar. O teste de
sensibilidade a difusdo em disco pelo método Bauer-Kirby foi usado para avaliar a atividade do
efeito fungico e de acordo com as recomendagdes do documento M44-A2 do Instituto de Padrées
Clinicos e Laboratoriais (CLSI, 2009). Uma comparagao € realizada usando como referéncia
padrao um agente quimioterapico (controle positivo) e um diluente ou agente emulsificante
(controle negativo), objetivando avaliar a atividade bioldgica do d6leo-resina de C. langsdorffii
frente a Candida.
As condicdes desse bioensaio foram: o fungo de C. albicans (ATCC 10231) de cepa
padrao (American Type Culture Collection-ATCC) foi preparado e posteriormente inoculado em
placas de agar Mueller-Hinton e que, por sua vez, recebeu os discos embebidos com o ativo

antifingico ORC em 4 concentragdes e respectivos controles.

2.2.1. Inoculagéo e placas teste

Cada indculo foi transferido para tubos de ensaio contendo solugao salina estéril. A
suspensao obtida foi ajustada quanto a turbidez, de modo a corresponder ao padrdo 0,5 da
escala de McFarland. Ap6s 15 minutos, o fungo foi semeado em placas de Petri (90 x 15mm)

contendo &agar YPD, sendo manipuladas assepticamente e executadas em triplaca. O
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carregamento de 10 yL de ORC em cada disco foi feito usando micropipeta calibrada e
obedecendo as 4 diferentes concentragdes. Da mesma forma, foram carregados os discos com
o controle positivo (nistatina suspenséo 10 pl) e com o negativo (Tween 80 a 1%). A distancia
minima entre todos os discos, dispostos na superficie do meio, foi de 2,4 cm. As placas foram
incubadas de cabeca para baixo em estufa bacterioldgica a + 33 °C subsequentemente avaliadas
apos 48 horas.

A atividade inibitéria foi observada a cada halo ou uma zona de inibicdo formada em
torno de cada disco do teste, evidenciando a inibigdo ou n&o do crescimento fingico. O didmetro
do halo foi medido em milimetros (mm) usando um halémetro, cujas medidas foram anotadas e

média aritmética calculada.

2.3. Bioensaio da cinética de crescimento microbiana por espectrofotometria

A cinética de crescimento de C. albicans foi avaliada na presenga do ativo biolégico
natural ORC, visando investigar a capacidade deste ativo interferir no crescimento fungico, seja
por efeito fungistatico, inibindo a proliferagdo celular, ou fungicida, promovendo a morte do
microrganismo. Dessa forma, a analise da curva de crescimento permite identificar altera¢des
nas fases da cinética microbiana em fungcéo das diferentes concentragbes de ORC e do tempo

de incubagao avaliado.

2.3.1. Preparo da suspensao fungica

O preparo da suspenséo fungica foi realizado em fluxo laminar seguindo as boas praticas
de laboratério. Com o auxilio de uma alga bacterioldgica, devidamente esterilizada, procedeu-se
o adicionamento de duas algadas de colbnias da cepa cultivada diretamente no meio sélido
dentro de um erlenmeyer com capacidade para 250mL e contendo 100mL de meio YPD liquido.
O erlenmeyer foi incubado em shaker, sob agitacdo de 180 rpm (rotagao por minuto), a 28°C por

24 horas (overnight).

2.3.2. Determinagao da cinética microbiana por espectrofotometria

As metodologias referenciais utilizadas foram os protocolos de susceptibilidade
antifingica descritos pela norma M27 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2008), com modificagdes para avaliagdo da cinética de crescimento por espectrofotometria
(OLIVARES-MARIN et al., 2018).

Apbs o cultivo da cepa em meio YPD, a suspensédo de C. albicans foi ajustada de acordo

com as orientacbes CLSI M27, sendo realizada a diluigdo da cultura (1:20), a fim de ter a
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concentracao celular ideal antes da medicdo da absorbancia. Assim, deu-se continuidade em
fluxo laminar na padronizagéo do inéculo, utilizando erlenmeyers com capacidade de 250 mL
cada, contendo 100mL de meio liquido YPD, sendo inoculados 1mL da suspensao flingica
preparada anteriormente, juntamente com 1mL das 4 diferentes concentracdes de ORC. Para o
controle positivo do crescimento fungico foi utilizado o meio de cultura contendo 1mL da
suspensao fungica e 2mL de nistatina em suspensao.

Trés aliquotas de 2mL foram retiradas de cada um dos erlenmeyers logo no inicio para
monitoramento da curva de crescimento no tempo zero. Os erlenmeyers foram incubados em
shaker, sob agitagdo de 180 rpm (rotagdo por minuto), a 28°C, por 48 horas.

A cinética microbiana da C. albicans foi realizada em ftriplicata, com leitura da
absorbancia a cada 3 horas no decorrer de 12 horas, em espectrofotémetro (BioSpectro/SP-200)
e comprimento de onda de 600 nandmetros, com curva de crescimento exponencial (OLIVARES-
MARIN et al., 2018). Os resultados foram apresentados como média aritmética e representados

em graficos por modelo logistico de analise.

2.4. Caracterizagao fitoquimica do ativo ORC

Foi enviada 01 amostra do ORC para o departamento de Quimica da Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, sendo 30mL acondicionado em frasco de vidro na cor
ambar, identificado e lacrado. A analise quimica foi feita pela Rede Mineira de Estudos
Avancados em Cromatografia do Departamento de Quimica, a partir de solugdo preparada a 2%
m/v com ORC em acetato de etila e injegdo no cromatégrafo. As condigdes cromatograficas
foram adaptadas a partir de Xavier-Junior et al. (2017), resultando em combinagédo de duas
técnicas, sendo a cromatografia em fase gasosa equipada com detector seletivo de massas (GC-
MS) e a cromatografia em fase gasosa com detector de ionizagdo de chama (GC-FID), cujos
procedimentos iniciais foram: a andlise foi feita em um cromatégrafo Shimadzu modelo
QP5050A; a eluicdo foi por coluna Agilent HP-5 column (30 m x 0.25 mm, 0.25 ym); a
programacao de temperatura foi de 50°C por 0 minutos € o aquecimento a 320°C a uma taxa de
3°C/min mantida por 10 minutos, onde as temperaturas do injetor, interface e fonte de ions foram
respectivamente 250°C, 260°C e 260°C; o gas hélio foi utilizado como gas de arraste a um fluxo
de 0,90 mL/min e injegdo no modo split com razao de divisdo de 1/30; o monitoramento dos ions
foi realizado no modo full scan no intervalo m/z de 40 a 600 m/z. Deu-se continuidade a analise
fitoquimica a fim de obter a pureza cromatografica e a quantificagao dos metabolitos secundarios,
por Cromatografia Gasosa (GC/FID) em cromatdgrafo a gas acoplado ao ionizador em chama

da marca Perkins Elmer, modelo Clarus 500, usando as mesmas condigdes de aquecimento e a
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mesma coluna usada para analises em GC/MS. Isto foi feito, pois, uma vez que a resposta da
série homologa de hidrocarbonetos € similar, possibilita 0 uso dos dados do FID para normalizar
as areas dos picos e determinar o percentual de cada componente do ativo ORC. Desta forma,
os indices de retengdo linear foram obtidos a partir das andlises de um padrdo de
hidrocarbonetos lineares contendo cadeias de C8 a C20, da Sigma Aldrich, REF.: 04070.

Os resultados foram apresentados em tabela, evidenciando o quantitativo/nimero do
pico, o Tempo de Retengdo (RT), o indice de Retencgdo Linear Calculado (IRcal), o composto
fitoquimico (metabolito secundario), a respectiva identificagdo pelo detector do cromatdgrafo
(MS) e o indice de retengédo Kovats (RI), a fim de confirmar o enquadramento do metabdlito

secundario no padrao esperado e obter o perfil fitoquimico do éleo-resina analisado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Difusdo em disco e cinética do crescimento de C. albicans frente ao Oleo de Resina
de Copaiba (ORC)

O teste de difusdo de disco e a cinética de crescimento sdo métodos que testam a
sensibilidade de microrganismos aos antimicrobianos permitindo ao pesquisador averiguar a olho
nu, na maioria das vezes, a progressao das Unidades Formadoras de Colbnias (UFCs) ou, no
caso do presente estudo medir, respectivamente, os halos de inibicdo ao crescimento do fungo
e a turbidez do meio de cultura que reflete na cinética de crescimento, com valores de
absorbancia obtidos pelo aparelho de espectrofotometria.

A resposta quanto a atividade antifungica do ORC nas condi¢bes avaliadas e pelo
método de difusdo de disco foi representada pela auséncia de formagdo do halo nas
concentracdes utilizadas e consequente ndo inibicdo do crescimento fungico e, ao contrario,

presenca de halo mediante acédo do farmaco Nistatina (Tabela 2).

Tabela 2. Inibicdo de crescimento de C. albicans com o Oleo-Resina de C. langsdorffii em
diferentes concentragdes e método de difusdo em disco

Ativos antifungicos R1 R2 R3 Média dos halos (mm)
ORC* puro - C1 (100%) 0 0 0 0
ORC C2 (75%) 0 0 0 0
ORC C3 (50%) 0 0 0 0
ORC C4 (25%) 0 0 0 0
Controle positivo (P) (Nistatina 10 pl) 7 7 6 6,66
Controle negativo (N) (Tween 1%) 0 0 0 0

*ORC-Oleo Resina de Copaiba. Fonte: Autores.
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O parametro de inibicao do crescimento fungico foi avaliado estatisticamente (Grafico 1)
por meio da analise de variancia unidirecional (ANOVA n&o paramétrica), seguida do teste post
hoc de Dunnett. Para todos os testes estatisticos, foi empregado um nivel de significancia de p
< 0,05. As analises estatisticas foram conduzidas usando o software GraphPad Prism, versao
7.0 para Windows (GraphPad Software). Nao houve (p=0.0073) acgdo fungistatica de ORC,

quando comparado com ag¢ao do farmaco Nistatina, nas condigdes avaliadas.

Grafico 1. Parametro estatistico de inibicao de crescimento de C. albicans em teste de difuséo
em disco frente as diferentes concentragdes do Oleo de Resina de Copaiba (ORC)
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Estudos anteriores apresentaram resultados demonstrando tanto a atividade antifungica
assim como também a nao atividade, ao serem avaliadas pelo mesmo método de difusdo em
disco e com oleo-resina de copaiba sobre Candida spp. Nestes, Deus, Alves e Arruda et al.
(2011) observaram que tanto o o6leo destilado quanto o 6leo-resina da copaiba, nas
concentragdes variando entre 0,08 mg mL-1 a 1,6 mg mL-1, demonstraram-se efetivos em cepas
de C. parapsilosis e frente ao género Candida foram promissores, com valores de inibigdo
atingindo indices acima de 90%. No entanto, destacaram que a fragcdo do 6leo de copaiba que
passou pela destilagdo quando comparado com 6leo-resina pode ter favorecido sua agao

fungitéxica nas condigbes avaliadas, o que n&o foi realizado no presente estudo. Os autores
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atribuiram a essa destilagdo fracionada o fato da minimizagdo de interferéncia de outras
substancias quimicas, possivelmente presentes no 6leo-resina de copaiba. Ainda, destacaram a
acao fungistatica desse 6leo-resina, em medida que inibiu o crescimento fungico, contudo, ndo
foi capaz de mata-lo, pois ap6és 8 dias 0 mesmo expandiu na placa devido a sua provavel
evaporacao, uma vez que foi emulsificante em Tween a 5%, assim perdendo a efetividade.
Portanto, é sugestivo que em estudos similares seja utilizado o 6leo-resina de copaiba destilado
e ndo apenas o emulsificado, como foi no presente estudo.

Admite-se no presente estudo que o uso do método da difusdo em disco podera ter
comprometido os resultados, onde a auséncia de formacdo de halo de inibigdo n&o
necessariamente demonstra auséncia de atividade antifungica. Isto por que o ORC é um
composto oleoso hidrofébico e, portanto, apresenta baixa difusdo em meio sélido, o que sugere
adogao de outros métodos, tais como a microdiluigio em caldo para determinagdo da
Concentragao Minima Inibitéria (CIM) e da Concentragdo Fungicida Minima (CFM). Outro ponto,
refere-se ao uso do ORC sem um solvente universal, como 6leo mineral, o que provavelmente
tenha comprometido sua expressao de resposta inibitéria do crescimento fungico. Foi utilizado
apenas o Tween 80 que, ao ser utilizado com o6leo- resina de copaiba, possivelmente
desempenhou suas fungbes como agente solubilizante, emulsionante e tensoativa. Em estudo
conduzido por Pereira et al. (2018), onde ficou comprovada a acéo antibacteriana frente a S.
aureus e nas concentracées de 100% a 25% de éleo-resina de copaiba, foi utilizado o dleo
mineral esterilizado em autoclave como solvente e método de cilindro em placa.

Em relagdo as concentragdes do ativo ORC utilizadas tém-se resultados similares ao
estudo em questao, onde Tobouti et al. (2016) verificaram auséncia de agao inibitéria contra C.
albicans em concentragdes variando de 92,8 mg/mL até 0,0093 mg/mL. Este fator concentragédo
pode nao ser o ponto crucial da inatividade constatada no presente estudo (Tabela 2 e Grafico
1), cujas variacdes se deram do ORC puro até reducado para 25%. Ainda assim, nos estudos
supracitados, os autores verificaram atividade antiaderente do O6leo-resina em sua maior
concentracdo e com capacidade de reduzir a adesdo do fungo a blocos de resina acrilica em
dente, incidindo sobre alguma atividade n&o esclarecida.

O fungo C. albicans mostra-se sensivel a diversos 6leos essenciais (TOBOUTI et al.;
2016; PACKER; LUZ; 2007; MASSON et al.; 2013). Embora existam poucos artigos sobre a
atividade inibitéria e/ou fungicida do oleo-resina em questao contra a C. albicans, tem-se
constatagdes de sua agdo antifingica contra outras espécies de Candida sp., fungos e bactérias
(PIERI et al.; 2010).
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Variadas metodologias ja foram testadas a fim de comprovar a eficiéncia dos éleos do
género Copaifera sp. frente a microrganismos, as quais incluem outras espécies de copaibeira e
diferentes técnicas de extragao (Pieri et al., 2012; Santos et al., 2008; Pieri et al.; 2010) ou mesmo
variagdo das espécies de cepas padronizadas e isolados (Massa et al.; 2018) dentre outros
(Deus, Alves e Arruda et al., 2011; Santos et al., 2008; Masson et al., 2013) cujos resultados
foram similares ao do presente estudo pelo uso do ORC e nao efetividade antifingica nas
condi¢des avaliadas, com lacunas ainda a serem ajustadas.

Quanto a cinética do crescimento pela técnica espectrométrica, o perfil cinético de
crescimento de C. albicans mostrou auséncia de efetividade antifungica ou mesmo
antifungistatica deste ativo 6leo-resina de C. langsdorffii, ao correlacionar absorbancia com os

tempos de incubacgéo do fungo mediante os ativos antifingicos avaliados (Tabela 3).

Tabela 3. Valores medios de absorbancia (OD 600 nm) de C. albicans frente as diferentes
concentracdes de Oleo Resina de Copaiba (ORC)

Tempo (h)/Absorbancia média (OD600 nm)

Ativos antifangicos

Oh 3h 6h 9h 12h
C1 ORC 100% 0,46 0,67 3,52 5,41 16,43

C2 ORC 75% 0,48 0,69 1,36 4,20 13,61
C3 ORC 50% 0,61 2,24 3,52 4,94 14,72
C4 ORC 25% 0,53 1,44 2,07 5,32 15,43

Controle Positivo (Nistatina + C. albicans) 0,43 0,53 0,52 0,60 0,42

Fonte: autores.

O perfil cinético foi verificado pelo crescimento progressivo de C. albicans nos grupos
tratados com ORC ao longo do periodo experimental (Grafico 2), embora nas primeiras horas de
incubacgéo (0-3 h) verificou-se discreta elevacao dos valores de absorbancia e leve inibigao inicial
do crescimento flngico. Observa-se que o grupo C1 (ORC 100%) apresentou OD600 de 0,46
para 0,67, enquanto o grupo C3 (ORC 50%) apresentou aumento mais acentuado, de 0,61 para
2,24. Em contrapartida, o controle positivo (nistatina + C. albicans) permaneceu praticamente
estavel, variando entre 0,43 e 0,53.
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Grafico 2. Curva de crescimento de C. albicans frente ao ativo Oleo Resina de Copaiba (ORC)
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A comparagao dos niveis de absorbancia das 4 diferentes concentragbes de 6leo de
copaiba e controle positivo, avaliados a cada 3 horas pelo indicador crescimento do fungo
mostrou, apds 6 h de incubagéo, crescimento expressivo em todos os grupos tratados com ORC
(Gréfico 2). Esse comportamento manteve-se até 12 h, periodo em que todas as amostras
contendo ORC apresentaram elevada proliferagédo celular, com absorbancia maior no grupo C1,
seguido de C4, C3 e C2. Por outro lado, os valores da absorbancia do controle positivo
mantiveram-se baixos e praticamente constantes durante todo o experimento, finalizando com
OD600 de 0,42, demonstrando efetiva inibicdo do crescimento de C. albicans pela nistatina.
Dessa forma, infere-se que os resultados com o ativo ORC n&o apresentou atividade antifungica
sustentada frente a C. albicans nas condi¢des avaliadas, permitindo crescimento exponencial do
microrganismo ao longo do tempo.

Foi feito o ajuste dos dados pelo modelo de crescimento exponencial (Grafico 3),
restando confirmar que o ORC ndo exerceu efeito antifungico efetivo contra C. albicans nas
condi¢des avaliadas, permitindo crescimento exponencial do microrganismo ao longo do periodo

experimental.
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Grafico 3. Curva de crescimento de C. albicans ajustada ao modelo exponencial
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Destaca-se que foi adequado este ajuste do modelo exponencial aplicado na analise dos
dados experimentais. Os coeficientes de determinagdo (R?) obtidos na modelagem para os
grupos tratados variaram entre 0,9707 e 0,9984. Em contraste, o controle positivo apresentou R?
de apenas 0,0101, confirmando auséncia de crescimento exponencial devido a agéo antifungica
da nistatina. Porém, os valores da constante de crescimento (k) foram relativamente elevados
para os grupos contendo ORC, variando de 0,2773 a 0,3823 h™'. O maior valor foi observado
para o grupo C2 (ORC 75%; k = 0,3823 h™), seguido por C4 (ORC 25%; k = 0,3336 h™"), C1
(ORC 100%; k =0,3212 h™") e C3 (ORC 50%; k = 0,2773 h™"). Ja o controle positivo apresentou
valor de k préximo de zero (0,0030 h™), indicando auséncia de proliferagao significativa, o que é
justificado em razéo do tempo de duplicacdo celular (1,81h a 2,50h) para os grupos tratados com
ORC, caracterizando rapida multiplicagao celular. O menor tempo de duplicagao foi observado
em C2 (1,81h), evidenciando maior velocidade de crescimento. Outros modelos de crescimento
nao apresentaram ajuste adequado aos dados experimentais obtidos, uma vez que seria
necessario observar a formagdo de um platd maximo e estavel de crescimento celular,
caracteristico da fase estacionaria (modelo de Hill, Logistico e Gompertz). Para isso, seriam
necessarias mais horas de incubagdo experimental. Assim, os resultados demonstraram
predominantemente a fase exponencial de crescimento de C. albicans, sem evidéncias de

estabilizagéo celular ao longo do periodo avaliado.
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Em estudo antecedente, a avaliagcdo da cinética do crescimento comprovou acao
antifungica de 6leo de R. officinalis, quando submetido a C. albicans (FREIRE et al.; 2012). As
solugdes feitas no estudo citado foram a partir de 1,8mL de agar Sabouraud-Dextrose, 2mL do
Oleo da espécie analisada concentrado a 1 e 2% e 0,2mL de concentrado fangico contendo
3x105 microrganismos, inoculando as placas de agar Sabouraud-Dextrose com 10uL dessas
solugdes, com leituras nos instantes: zero, 30, 60 e 120 min, com leitura das triplicatas 24h apos
a incubacgao a 37 °C, resultando ja no trigésimo minuto a morte do fungo. N&o obstante, ainda
por esse método analitico o 6leo dessa mesma espécie ja demonstrou efetividade diante de
outros patégenos, comumente bactérias (MASSON et al.; 2013; SANTOS et al; 2008). Santos et
al. (2008) observaram em microscopio eletronico os efeitos do o6leo-resina da copaibeira na
morfologia bacteriana, apds submetidas a CIM e a Concentragéo Bactericida Minima (CBM). Sao
muitos os estudos que observaram a eficacia no controle proliferativo e/ou morte de fungo,
medido pela cinética de crescimento de Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs) e cujo 6leo
ativo passou por técnicas de emulsificacdo. Este aspecto metodolégico sugere que o ORC do
presente estudo, uma vez emulsificado em 6leo mineral, teria mais expressao antifungica, pois,
acredita-se em provavel perda de compostos volateis presentes no ORC ao longo do
experimento de avaliagao da cinética antimicrobiana.

E recomendavel a continuidade de estudos de natureza similar uma vez que o 6leo-
resina de C. langsdorffii tem potencial como ativo natural para fitoterapico tradicional em casos
de candidiase, porém, requerendo evidéncias cientificas. E crescente a quantidade de
medicagdes convencionais, em especial o fluconazol (Vieira e Santos; 2017; Andreu et al.; 2007),
para as quais a Candida tem se tornado resistente e ndo age de maneira eficaz como tratamento
padrao, sobretudo em pacientes com diabetes mellitus, doenga renal crénica, neutropenia e
tratamento prévio com antibiéticos como vancomicina e linezolida (QUINTERO; HERNANDO;
2010). Por outro lado, o bioma Cerrado brasileiro € um dos reservatérios com vasto acervo de
antimicrobianos naturais, com potencial de uso e tratamento contra o género Candida sp.
(SOUZA et al.; 2023). Portanto, é relevante a continuidade de pesquisas cientificas frente aos
desafios das ciéncias bioldgicas e saude no tratamento das intercorréncias decorrentes, no

campo da saude da mulher e ginecologia, sobretudo.

3.2. Composigdo quimica do éleo-resina
O ¢leo-resina de copaiba é composto primariamente por dois grandes grupos de metabdlitos

secundarios de origem terpénica: sesquiterpenos (fragédo volatil ou éleo essencial) e diterpenos (fragéo
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acida e resinosa), conferindo a resina propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias, cicatrizantes
(LIMA et al. 2020; TOBOUTI et al., 2016; DEUS; ALVES; ARRUDA, 2011).

Os resultados (Tabela 3) evidenciam composigéo fitoquimica do ORC analisado, com
importantes agentes antimicrobianos, tais como o farnesol, um terpeno associado a atividade
antifingica (DERENGOWSKI et al.; 2009), além do B-cariofileno, a-humuleno e germacreno,

evidenciados no dleo-resina de estudos anteriores (LIMA et al; 2020).

Tabela 4. Caracterizagdo cromatografica por GC/MS e GC/FID do éleo resina de copaiba (ORC),
diluida em acetato de etila, concentragéo 2% m/v

Pico RT IRcal Composto Identificacéo
1 25,35 1413 B-elemeno MS, RI
2 28,12 1488 B-cariofileno MS, RI
3 28,97 1511 Nao identificado -

4 29,13 1515 Germacreno D MS, RI
5 29,39 1522 Cloveno MS, RI
6 29,55 1527 3-Cloropropionanilida MS, RI
7 29,71 1531 Zingibereno MS, RI
8 29,94 1537 N&o identificado -

9 30,20 1544 B-bisaboleno MS, RI
10 30,33 1548 B-curcumeno MS, RI
11 30,43 1551 a-calocoreno RI

12 31,51 1580 a-humuleno MS, RI
13 34,59 1664 (E,Z)-farnesol MS, RI
14 36,18 1707 (E,E)-farnesol MS, RI

Fonte: Autores

O farnesol é um sesquiterpeno que inibe a formagao de biofiimes de Candida albicans,
reduzindo seu crescimento e filamentagao, € seu mecanismo de agéo ja foi atribuido a provavel
capacidade de agir na degeneracao citoplasmatica (DERENGOWSKI et al.; 2009).

Os biomarcadores do tipo compostos terpénicos em Odleo-resina de copaiba foram
caracterizados por Lima et al. (2020) e pelo uso em primeira vez do fator de retencéo relativo
(Rfr) por HPTLC. Esses autores elucidaram, o B -cariofileno, a-humuleno e germacreno, sendo
0s mesmos presentes também no ORC avaliado (Tabela 3), atribuindo destaque para o
germacreno mediante sua agao antimicrobiana. Tais compostos organicos constituem o 6leo-
resina em outra espécie, sendo Copaifera officinalis (Jacq.), predominando terpenos como [3-
elemeno, B-cariofileno, B-bisaboleno e a-humuleno dentre os constituintes bioativos presentes e

caracterizados pelo processo de destilagdo molecular, destacando essa classe de metabolitos
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secundarios devido as suas propriedades medicinais (MENDONCA; ONOFRE, 2009; GALUCIO
et al.; 2016).

Adicionalmente, outros estudos indicam o acido copalico como biomarcador, ja
encontrado em todas as espécies de copaibeiras (GALUCIO et al.; 2016). Esses autores,
diferentemente do presente estudo, utilizaram a destilagdo molecular para recuperar e purificar
sesquiterpenos do o6leo-resina de copaiba na corrente de destilado, haja visto que sao
considerados termossensiveis e podem volatizar, porém com possibilidades de recuperagao na
corrente de residuo. E possivel que isto justifique a auséncia de alguns compostos quimicos do
metabolismo secundario, em raz&o da técnica utilizada. Este acido, assim como sesquiterpenos
B-cariofileno e o a-copaeno ja sdo apontados como os principais componentes do 6leo-resina de
copaibeiras de varias espécies ja estudadas nos diversos biomas brasileiros, consistindo em
possiveis biomarcadores quanto a autenticidade de 6leos da copaibeira.

Portanto, a espécie C. langsdorffii, avaliada ao sul do Estado do Tocantins e na regido
central do Brasil e bioma Cerrado, confere um importante quimiotipo a ser melhor estudado
regionalmente quanto ao seu uso bioldgico para fins medicinais e fitoterapia de interesse do SUS.
Isto, pois, ndo se pode afirmar que o fungo no presente estudo apresentou alta resisténcia frente
a este ativo bioldégico, o que justifica também uma revisdo da metodologia utilizada a fim de
verificar a suscetibilidade do fungo ao ORC.

Complementarmente, é imperativo registrar sobre um achado inédito neste estudo.
Trata-se da presenga de composto quimico 3-Cloropropionanilida, encontrado no ORC analisado
(Tabela 3). Trata-se de substancia organica sintética presente em herbicida graminicida
(agrotdxico), sugerindo agente contaminante da arvore cujo leo-resina foi extraido. E possivel
que tal contaminagdo seja proveniente de extensas areas cultivadas com soja nas
circunvizinhangas da propriedade, o que pode ser melhor explorado em estudos posteriores,
devido a relevancia para conservacéo da biodiversidade do Cerrado, meio ambiente, segurancga
alimentar e saude. Nos 6leos de copaiba ndo se admite, de maneira geral, outro composto
quimico além daqueles pertencentes as duas classes, sendo sesquiterpenos e diterpenos
(VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

4. CONSIDERAGOES

O ativo biolégico 6leo-resina de C. langsdorffii ndo apresentou atividade antifungica
frente a cepa de C. albicans, nas condi¢des avaliadas, pelo método do teste de difusdo em disco

e cinética do crescimento antimicrobiano por espectrometria. Contudo, ndo se pode afirmar que
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o fungo no presente estudo apresentou alta resisténcia frente a esse ativo biolégico, o que
justifica também um olhar sobre possiveis vieses metodoldgicos.

Na analise da composigéo fitoquimica de ORC por Cromatografia Gasosa (GC/MS e
GC/FID), ficou evidenciada a presenca de compostos como farnesol, B-cariofileno, a-humuleno,
B-bisaboleno e germacreno, sendo importantes biomarcadores de acdo antimicrobiana e ja
elucidados em estudos anteriores. Isto leva a hipéteses sobre alguma fragilidade metodolégica
envolvendo a emulsificagdo do ORC, o que influencia na sua melhor difusdo no meio utilizado.
A temperatura envolvida nos métodos pode levar a perda de sesquiterpenos, uma vez que sao
termossensiveis e podem passar pelo processo de volatilizagao.

Em futuros estudos sugere-se que seja levado em conta o fato do éleo-resina de copaiba
ser um composto oleoso hidrofébico, apresentando baixa difusdo em meio sélido, sugerindo
adogao de bioensaios pelo método da microdiluigdo em caldo, por exemplo. Recomenda-se
associar a esse ativo natural um solvente universal, como 6leo mineral esterilizado, em
substituicio ao Tween 80 (1%). Existem variagdes metodoldgicas de testes in vitro e
possibilidades de testes in vivo, a fim de elucidar de maneira mais abrangente seu potencial
terapéutico.

A busca por alternativas antifungicas eficazes permanece como desafio relevante,
especialmente diante do aumento da resisténcia microbiana, tornando indispensavel o
aprofundamento de pesquisas que visem ao desenvolvimento de novas estratégias de controle
da candidiase. E relevante que o 6leo-resina da espécie C. langsdorffii, avaliada ao sul do
Tocantins e na regido central do Brasil e bioma Cerrado, seja melhor estudada quanto ao seu
uso bioldgico para fins medicinais e fortalecimentos da fitoterapia de interesse do SUS.

O presente estudo amplia o conhecimento cientifico ao fornecer dados que auxiliam na
construgdo de um panorama atualizado acerca da atividade do referido 6leo-resina frente a C.

albicans bem como subsidia o desenvolvimento de novas pesquisas.
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