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Resumo

As espécies de copaibeiras sdo amplamente distribuidas nas regiées Amazonica e Centro-Oeste do Brasil. Seu 6leo é
utilizado como anti-inflamatdrio das vias urinarias, em afec¢des pulmonares, antitlcera, antiasmatico, expectorante,
pneumonia, sinusite, disenteria, incontinéncia urinéria, cistite e leucorréia e como antitumoral. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a atividade antiflngica do 6leo resina de Copaifera reticulata Ducke e de sua nanoemulséo
comparados ao ja conhecido antifungico de origem sintética Itraconazol sobre a cepa selvagem de Aspergillus
fumigatus Fresenius isolada de améndoas da castanheira-do-Brasil (Bertholletia excelsa Bonpl.). A fungitoxicidade,
tanto do 6leo quanto da nanoemulsdo, foram determinadas pela técnica de Poison Food. Utilizando-se o Itraconazol
(marca: Prati; Lote: 16A43N) na concentragéo de 1,6 pg.mL™, como controle positivo e o Tween 20 na concentragdo
de 1,6 ug.mL1, como controle negativo e o fungo em meio de cultura sem o 6leo, como testemunha. Os tratamentos
foram realizados em triplicata e o registro do crescimento micelial foi avaliado a cada 24 h, 48 h e 72 h, medindo-se
os diametros transversal e longitudinal, para a analise da Porcentagem de Inibicdo do Crescimento Micelial (% PIC) e
crescimento radial didrio da colbnia fungica. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial, 7 x 1 x 3 x 3 (concentragdes x fungo x controle x repeti¢des). Verificou-se que tanto o 6leo resina de
copaiba quanto a sua nanoemulsdo sdo potenciais candidatos no controle de A. fumigatus. Além de ndo ser observado
qualquer tipo de resisténcia de A. fumigatus quanto & agdo do Itraconazol.

Palavras-chave: Amazénia; Copaifera reticulata; Controle alternativo; Planta medicinal.

Abstract

Copaiba tree species are widely distributed in the Amazon and Midwest regions of Brazil. Its oil is used as an anti-
inflammatory of the urinary tract, in pulmonary disorders, anti-ulcer, anti-asthmatic, expectorant, pneumonia,
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sinusitis, dysentery, urinary incontinence, cystitis and leukorrhea and as an antitumor. The objective of this work was
to evaluate the antifungal activity of Copaifera reticulata Ducke oilresin and its nanoemulsion compared to the
already known antifungal of synthetic origin itraconazole on the wild strain of Aspergillus Fumigatus Fresen. isolated
from Bertholletia excelsa Bonpl. The fungitoxicity of both the oil and the nanoemulsion were determined by the
Poison Food technique. Using Itraconazole (brand: Prati; Batch: 16A43N) at a concentration of 1.6 pg/mL, as a
positive control and Tween 20 at a concentration of 1.6 pg/ml, as a negative control and the fungus in a culture
medium without the oil, as a control. The treatments were carried out in triplicate and the mycelial growth record was
evaluated every 24h, 48h and 72h, measuring the transversal and longitudinal diameters, for the analysis of the
Mycelial Growth Inhibition Percentage (% PIC) and daily radial growth of the fungal colony. The experimental
design was completely randomized, in a factorial scheme, 7 x 1 x 3 x 3 (concentrations x fungus x control x
repetitions). It was verified that both the copaiba oilresin and its nanoemulsion are potential candidates in the control
of A. fumigatus. Besides not being observed any type of resistance of A. fumigatus regarding the action of
Itraconazole.

Keywords: Amazonia; Copaifera reticulate; Alternate control; Medicinal plant.

Resumen

Las especies de copaiba &rbol est&n ampliamente distribuidas en las regiones del Amazonas y el Medio Oeste de
Brasil. Su aceite se utiliza como antiinflamatorio de las vias urinarias, en afecciones pulmonares, antiulceroso,
antiasmético, expectorante, neumonia, sinusitis, disenteria, incontinencia urinaria, cistitis y leucorrea y como
antitumoral. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antifingica del aceite de resina de Copaifera reticulata
Ducke y su nanoemulsién en comparacion con el conocido antifngico de origen sintético itraconazol sobre la cepa
silvestre de Aspergillus fumigatus Fresen aislada de almendras de nuez amazonica (Bertholletia excelsa Bonpl.). La
fungitoxicidad tanto del aceite como de la nanoemulsién se determiné mediante la técnica Poison Food. Utilizando
Itraconazol (marca: Prati; Lote: 16A43N) a una concentracion de 1,6 pg.mL-1, como control positivo y Tween 20 a
una concentracion de 1,6 pg.mL-1, como control negativo y el hongo en medio de cultivo sin aceite, como control.
Los tratamientos se realizaron por triplicado y se evalu6 el registro de crecimiento micelial cada 24 h, 48 hy 72 h,
midiendo los diametros transversal y longitudinal, para el analisis del Porcentaje de Inhibiciéon del Crecimiento
Micelial (%PIC) y diario de colonias fungicas de crecimiento radial. El disefio experimental fue completamente al
azar, en esquema factorial, 7 x 1 x 3 x 3 (concentraciones x hongo x testigo x repeticiones). Se verificd que tanto el
aceite de resina de copaiba como su nanoemulsion son candidatos potenciales en el control de A. fumigatus. Ademés
de no observarse ningln tipo de resistencia de A. fumigatus respecto a la accion de Itraconazol.

Palabras clave: Amazonia; Copaifera reticulata, Control alternativo; Planta medicinal.

1. Introducdo

As améndoas da castanheira-do-Brasil (Bertholletia excelsa Bonpl.) € um dos produtos mais importantes, extraidos da
floresta da regido Umida amazonica. Porém, o clima equatorial quente e Umido, apresentando médias de temperatura de 26°C e
umidades relativas do ar entre 80 e 95%, favorece a ocorréncia de patdégenos que infectam as améndoas, causando podridao e
contaminando-as com aflatoxinas tdxicas ao homem e aos animais, como os fungos Aspergillus flavus, A. nomius, A.
pseudonomius, A. niger; A. tamarii e A. fumigatus (Baquido et al., 2012; Calderari et al., 2013; Gongalves et al., 2012;
lamanaka et al., 2014; Midorikawa et al., 2014).

O género Aspergillus P.Micheli, é constituido por espécies fungicas filamentosas encontradas em todas as estagdes do
ano, no solo, em vegetais e em matéria em decomposicao (GBIF, 2023; Oliveira et al., 2002; Stevens, 2001).

InvestigacOes sistematicas sobre aspectos microbiologicos, profilaticos e terapéuticos de infecgdes oportunas
(Rodrigues et al., 1997), ressaltam a importancia das infecces fingicas, correspondentes até 10% do total de casos, com
predominio de microrganismos pertencentes ao género Aspergillus (Koshi & Cherian, 1995; Mylonakis & Calderwood, 2001).
Destacam-se A. fumigatus, A. flavus e A. niger, espécies determinantes da aspergilose pulmonar, condicdo infecciosa, néo
contagiosa (Rapper & Fennell, 1973; Stevens, 2001). O principal tratamento para esse tipo de doenca é a antibioticoterapia e a
endovenosa prolongada (Verghese et al.,1998). Porém, A. fumigatus cada vez mais aumenta sua resisténcia aos antiflngicos
polienos, azdis e equinocandinos, por formar um biofilme, ao final de sua diferenciacdo morfologica, dificultando o seu
controle (Kaur & Singh, 2014).
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Deste modo, a busca de antimicrobianos de origem vegetal apresenta-se com grande potencial, em funcédo das células
vegetais reagirem contra espécies fangicas (Recio et al., 1989; Farnsworth, 1996); pois as plantas possuem alta capacidade em
sintetizar substancias quimicas, utilizadas no sistema de defesa contra agentes patogénicos (Rodrigues et al., 1997).

Popularmente, o éleo de copaibeira (Copaifera spp.) é utilizado como anti-inflamatério das vias urinarias, em
afeccdes pulmonares (tosses e bronquites, gripes e resfriados), antitlcera (Braga et al., 1998; Cascon & Gilbert, 2000; Pinto et
al., 2000; Paiva et al., 1998; Rodrigues, 1989); antiasmatico, expectorante, pneumonia, sinusite, disenteria, incontinéncia
urinaria, cistite, leucorréia (Veiga-Janior & Pinto, 2002), antitumoral (Ohsaki et al., 1994) e até como herbicida natural (Gurgel
etal., 2019).

As emulstes sdo amplamente empregadas nas indlstrias cosmética e farmacéutica por apresentarem vantagens quanto a
veiculacdo de farmacos ou ativos hidrofilicos e lipofilicos, além de possibilitarem o controle de aspectos sensoriais adaptados
as necessidades da via de administracéo para as quais se destinam (Camargo, 2008).

Os bleos vegetais sdo comumente incorporados em formulagGes cosméticas emulsionadas, com dispersées de duas fases
liquidas, agua e éleo, que com a adigdo de um tensoativo, as tornam estaveis (Fernandez et al., 2004). Embora dependendo de
sua propriedade fisico-quimica, este possa afetar o comportamento do sistema (Sajjadi et al., 2003).

O 6bleo de Copaifera spp. tem sido usado hd mais de 500 anos na medicina tradicional popular, com grande diversidade
de aplicagdes, porém, estudos desenvolvidos sobre este éleo, sdo restritos e escassos (Pieri et al., 2009).

Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi testar a atividade antiflngica do éleo resina de C. reticulata e de sua

nanoemulsdo, comparados ao Itraconazol, contra uma cepa selvagem do fungo A. fumigatus.

2. Metodologia
2.1 Coleta das améndoas da castanheira-do-Brasil

As améndoas da castanheira-do-Brasil, foram coletadas na Reserva Extrativista do Rio Cajari, Laranjal do Jari, Amapa,
nas locagdes Martins (52°17°30”W; 00°34°36”S), Marinho (52°13°25”W; 00°34°40”S) e¢ Pedra Preta (Coordenadas
aproximadas 0°20°18.39”’S; 51°53°38.9770). O clima da regido ¢ do tipo AM, segundo K&ppen, apresentando temperatura
média anual de 25°C e precipitagdo média de 2300 mm, concentrada entre os meses de dezembro e junho. O relevo é muito
acidentado e o solo predominante é do tipo latossolo profundo de origem Terciaria (Paiva et al., 2011).

2.2 Isolamento fangico

O isolado fangico 4K7 (SISGEN A5331F0), foi obtido por isolamento indireto em meio DG18 (peptona 5 g, glicose 10
g, fosfato monobasico de potéssio 1 g, sulfato de magnésio 0,5 g, sulfato de zinco 10 mg, sulfato de cobre 5 mg, dicloran 2 mg,
cloranfenicol 50 mg, clorotetraciclina 50 mg e &gar,15 g, suplementado com glicerol 220 g). Apos desinfestacdo em alcool
70% (1 min.), hipoclorito de sddio (1 min.) e &gua destilada esterilizada (2 min.), foram inoculados quatro fragmentos de
améndoas e cascas de castanheira-do-Brasil por placa, incubando-os por sete dias a 25°C, em fotoperiodo de 12 h no escuro e
12 h no claro (Costa, 2009) adaptado. Apos a obtengdo dos isolados monosporicos, estes foram enviados ao Laboratorio de

Fitopatologia da Universidade Nacional de Brasilia para identificacéo através da taxonomia molecular.

2.3 ldentidade taxonémica do fungo

Para a identidade taxondmica do fungo foi utilizada a metodologia preconizada por Midorikawa et al. (2014), bem
como os dados foram posteriormente confirmados através de consulta em bases nacionais (Flora e Funga do Brasil, 2023) e
internacionais (GBIF, 2023).
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2.4 Coleta e caracterizacao do 6leo de copaiba

O material botanico foi coletado segundo técnicas consolidadas em taxonomia vegetal (Martins-da-Silva et al., 2014),
de populacdo nativa de copaibeiras do bioma amaz6nico, proveniente de uma area de assentamento, Nova Canad, situada no
municipio de Porto Grande, AP sob registro na plataforma SISBIO (SISGEN AOEC357).

2.5 Potencial antifiingico do 6leo de copaiba sobre a cepa selvagem de A. fumigatus

O teste de fungitoxicidade foi determinado pela técnica de Poison Food (Thomidis & Filotheou, 2016) adaptado,
utilizando-se o 6leo de copaibeira cuja densidade foi de 0,965 g.mL™. Preparou-se uma emulsdo na concentracdo de 20 mg de
6leo de copaibeira para 5 pL de Tween 20, em 1 mL de agua destilada, a qual foi adicionada ao meio de cultura Czapeck Yeast
Autolysate Agar - CYA (Saccharose, 30 g; Power Yeast Extract, 5 g; K;HPOy, 1 g; NaNOg, 2 g; KCI, 0,5 g; MgS04.7H20, 0,5
g; FeS04.7H;0, 0,01 g; ZnS04.7H20, 0,01 g; CuS0..5H,0, 0,005; Cloranfenicol, 0,1 g; agar, 20 g; agua destilada, 1 L) (Pitt
& Hocking, 2009) adaptado, autoclavado por 20 minutos a 121°C. As concentracGes utilizadas nos tratamentos foram: T1 (0,1
pg mL?Y); T2 (0,5 pg mLY); T3 (1,0 ug mL™Y); T4 (1,5 pg mL™); T5 (2,0 ug mL?); T6 (4,0 pg mL™Y); T7 (6,0 ug mL™?).
Utilizou-se o antifingico comercial, Itraconazol (marca: Prati; Lote: 16A43N; capsula com 100 mg) na concentracdo de 1,6 pg
mL, na dose comercial para aspergilose de 200 mg (2 capsulas) uma vez ao dia, com duracdo média de 2-5 meses (controle
positivo) e o Tween 20 na concentragéo de 1,6 ug mL™ (controle negativo). E, o fungo em meio de cultura sem o dleo, para
fins de comparagdo com os demais tratamentos. Assim que o meio de cultura atingiu aproximadamente 45°C, adicionou-se a
emulsdo, homogeneizando-a a0 meio com a ajuda de um bastdo de vidro. Em seguida, o0 meio foi vertido nas placas de Petri
(20 mL) e apds a sua solidificacdo, realizou-se a inoculag¢do do fungo, retirando-se uma por¢do de micélio da borda de uma

coldnia de 3 dias de idade, colocando-a no centro de uma placa de Petri com 0 meio CYA.

2.6 Avaliacdo dos tratamentos e analise dos dados

Os tratamentos foram realizados em triplicata e o registro do crescimento micelial de A. fumigatus foi avaliado a cada
24 h, 48 h e 72 h, medindo-se os didmetros transversal e longitudinal, para a andlise da Porcentagem de Inibi¢do do
Crescimento Micelial (% PIC), de acordo com Thomidis & Filotheou (2016).

PIC (%) = {(didametro da test. — diametro do trat.) / diam. da test.} x 100

E, para o célculo do Crescimento Radial Diario (CRd), utilizando-se a férmula proposta por Forti (1997);

CR
] () | T ——
n
Onde,

CR: Crescimento radial do patdgeno

(DM -0,5)
CR=

3

DM: Média dos diametros longitudinal e transversal do crescimento micelial do patdgeno;
D1 +D2

DM =
2

0,5: Diametro do disco da cepa do patdgeno, inoculado na placa de Petri com 0 meio CYA;

n: NUimero de dias necessarios para que o crescimento micelial do patégeno ocupasse toda a placa de Petri.
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2.7 Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado, em esquema fatorial, 7 x 1 x 3 x 3 (concentracdes
x fungo x controle x repeticdes) realizando-se a analise de variancia e a comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa SISVAR (5.6) (Ferreira, 2014)

2.8 Potencial antifiingico da nanoemulséo a base de 6leo de copaibeira sobre A. fumigatus.
2.8.1 Obtencéo da nanoemulsdo do 6leo resina da copaibeira
A nanoemulsdo foi formulada & base de Oleo resina de C. reticulata no Laboratério NanoFitofarmacéutico da

Universidade Federal do Amapa.

2.8.2 Preparo da Nanoemulsao de copaibeira.

A nanoemulsdo de copaibeira, foi formulada por um método de baixo aporte de energia. A massa final foi de 4 g;
composta de 5% (p/p) de 6leo resina de copaibeira; 5% (p/p) de tensoativo e 90% (p/p) de &gua destilada esterilizada. A fase
oleosa foi constituida pelo éleo e um sulfactante hidrofilico (Polisorbato 80, EHL 15). Para isso, o 6leo resina e o tensoativo
foram reunidos e submetidos a agitagdo intensa (800 rpm), em vértex (mod. AP59 — Phoenix) durante 2 minutos. A seguir,
adicionou-se 0 volume de dgua destilada gota a gota, sob agitacdo. Agitando-se por mais 2 minutos. Durante 3 dias, a
nanoemulsdo preparada foi mantida em repouso, sob temperatura ambiente, em local arejado e livre de impacto, inicialmente

para caracterizagao.

2.8.3 Avaliacdo da estabilidade da nanoemulséo do 6leo de copaibeira.

A estabilidade da nanoemulsdo foi avaliada durante 0, 1 e 7 dias de manipulacdo, pela analise macroscépica da
formulacdo, avaliando-se 0 aspecto, presenca de cremagem, viscosidade e cor. Durante este periodo, a nanoemulsdo foi
mantida sob temperatura ambiente (25 + 2°C), em tubos de vidro com tampa de rosca. A nanoemulsdo tipo 6leo em agua, foi

caracterizada pela diluicdo da formulagdo em &gua destilada esterilizada.

2.8.4 Tamanho da goticula e polidispersao.

O tamanho da goticula e a polidispersdo da nanoemulsdo foram determinadas pela espectroscopia de correlacdo de
fotons, utilizando-se o equipamento tipo Zetasizer ZS, Malvern, UK com 10 mW “red” laser (A = 632,8 nm). O tamanho das
goticulas foi medido com um detector, tomando-se um angulo de dispersdo de 90°. O efeito da diluicdo sobre a média do
tamanho da goticula e o indice de disperséo (pdi) foram obtidos utilizando-se o fator de dilui¢do 1:25 (Tabela 1; Figura 1). A
nanoemulsao foi também analisada por um programa de rampa linear programada, variando de 25°C a 80°C a intervalos de 5°C
e 0s resultados expressos como média + desvio padréo.

A nanoemulséo foi formulada em &gua, misturada em sulfactante hidrofilico Tween 80 e o dleo resina de copaibeira.
Obteve-se uma nanoemulsdo (O/A) azulada e transparente com tamanhos de goticulas variando entre 132,9 + 0,8544 e 144,5 +
1,852 nm. O tamanho da gota de nanoemulsdo foi medido pela dindmica de dispersdo de luz. A nanoemulsdo preparada,

apresentou alta estabilidade cinética por 7 dias, sem separacdo de fases, sedimentacdo ou cremeacao.
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Tabela 1 - Determinacio da dilui¢do, do tamanho da goticula e indice de Polidispersdo (pdi) da nanoemuls&o preparada com o
6leo resina de copaibeira e sulfactante hidrofilico (Polisorbato 80, HLB = 15). Cada dado representa a média e o desvio padrao.

Cada analise foi realizada em triplicata.

Fonte: Autores (2023).

Figura 1. Distribui¢do do tamanho da particula da nanoemulsdo constituida de 5% (w/w) de 6leo de copaibeira, 5% (w/w) de
polisorbato 80 e 90% (w/w) de 4gua. Tamanho da goticula e polidispersdo: (A) 132,9+0,8544 nm; 0,295+0,000 (com O dia de
manipulacdo); (B) 137,0+0,8622 nm; 0,298+0,003 (apds 1 dia de manipulacdo); (C) 144,5+1,852 nm; 0,316+0,034 (apos 7

dias de manipulagdo)

L ) D1 07

rterat, et
e
o

oty (P

Fonte: Autores (2023).

2.8.5 Potencial fungitéxico da nanoemulsdo de copaibeira sobre A. fumigatus.

A atividade fungitéxica da nanoemulsdo de éleo de copaibeira foi testada sobre A. fumigatus, por meio da técnica de
Poison Food (Thomidis & Filotheou, 2016). O meio de cultura utilizado foi o Czapeck Yeast Autolysate Agar (CYA) adaptado
(Saccharose, 30 g; Power Yeast Extract, 5 g; Ko2HPO4, 1 g; NaNOs, 2 g; KCI, 0,5 g; MgS04.7H20, 0,5 g; FeS04.7H20, 0,01 g;
ZnS04.7H20, 0,01 g; CuS04.5H,0, 0,005; Cloranfenicol, 0,1 g; agar, 20 g; agua destilada, 1 L) autoclavado por 20 minutos a
121 °C. Todos os materiais utilizados foram autoclavados, exceto a nanoemulsdo, colocados sob luz ultravioleta, em cAmara de
fluxo laminar vertical. Apos o esfriamento a 45°C, cada concentragdo (500 pug mL™, 250 ug mL?, 125 pg mL, 62,5 ygmL?t e
31,2 ug mLY) da nanoemulsdo, foi adicionada separadamente a um erlenmeyer de 250 mL com o meio de cultura CYA e
vertidos 20 mL por placa de Petri. Inoculou-se no centro de cada placa de Petri, uma pequena por¢do do micélio fungico,
retirada da margem de uma cultura pura de A. fumigatus, com 3 dias de crescimento, incubando-as a 28 + 2 °C por 7 dias, sob
fotoperiodo de 12 horas no escuro e 12 horas no claro. Utilizou-se o antifingico comercial Itraconazol (marca: Prati; Lote:
16A43N) na concentragdo de 1,6 ug mL?, como controle positivo e o Tween 80 na concentracdo de 1,6 pg mL?, como
controle negativo, e 0 fungo no meio de cultura sem o 6leo. Os tratamentos foram realizados em triplicata e o registro do
crescimento micelial foi avaliado a cada 24 h, 48 h e 72 h, medindo-se os diametros transversal e longitudinal, para a analise

do crescimento micelial e da Percentagem de Inibi¢do do Crescimento Micelial (% PIC).

PIC = {(diam. da test. — diam. do trat.) / diam. da test.} x 100
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2.9 Anélise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial, 5 x 1 x 3 x 3 (concentracdes
x fungos x controles x repeticBes). A analise estatistica, foi realizada através da analise de variancia e comparacdo de médias
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa SISVAR (6.0) (Ferreira, 2014).

3. Resultados

3.1 Taxonomia morfolégica e molecular do fungo A. fumigatus

A. fumigatus, apo6s identificado e caracterizado por meio da taxonomia morfolégica e molecular, foi registrado na
colegcdo micologica do laboratério de interagao planta-praga do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de Brasilia.
Em relacdo ao isolado 4K7, a regido do BLASTn (rDNA ITS) mostrou 100% identidade com A. fumigatus, amostra tipo,
ATCC MYA4609 e 99% de identidade com NRRL 6113, Acesso ao NCBI, JX092088.1, sendo confirmado através do
marcador secundario Calmodulina (Figura 2).

Figura 2 - Coldnia pulverulenta de A. fumigatus em meio CYA (A); conidios e conidiéforos com 48 h (B) (SISGEN A
5331F0)

Fonte: Autores (2023).

3.2 Avaliacdo in vitro do potencial fungitoxico do dleo resina de copaibeira sobre A. fumigatus.

Os resultados mostraram efeito significativo (p < 0,01), tanto das concentra¢cdes do dleo resina da copaibeira sobre o
crescimento micelial de A. fumigatus, quanto em relagdo aos diferentes tempos (p < 0,01) de inoculagdo do fungo no meio
CYA.

Quanto ao efeito das diferentes concentracdes do dleo de copaibeira comparadas ao Itraconazole sobre A. fumigatus
(Tabela 2), verificou-se agdo fungicida efetiva do Itraconazol a 1,6 pg mL? (0,00). Foram evidenciados os maiores efeitos
inibitérios do 6leo nas concentragdes 4 pg mL* (1,32778 d) e 6 pug mL? (1,35556 d), respectivamente. Ndo houve diferenca

significativa entre estas duas concentracdes.
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Tabela 2. Efeito de diferentes concentracdes do 6leo de copaibeira comparadas ao Itraconazole sobre o crescimento micelial

de Aspergillus fumigatus.

Concentragoes (ug mL1) Crescimento micelial (cm)
0,1 1,82222 b
0,5 1,73333 be
1,0 1,67778 bc
14 1,69444 bc
2,0 1,48333 cd
4,0 1,32778 d
6,0 1,35556d
ITZ 0,00000 e

DMSO 7.46111a
Tween 20 7,65000 a

Dms = 0,26184. Fonte: Autores (2023)

Considerando-se as porcentagens de inibicdo de crescimento de A. fumigatus em relacéo as diferentes concentragdes do
6leo de copaibeira, observa-se que a curva indica que o melhor tempo em todas as concentracfes foi de 24 h, pois manteve a
eficacia de inibicdo de crescimento do fungo. Houve tendéncia de maiores porcentagens de inibigdo nas maiores concentracées
do 6leo para 48 h e 72 h. No periodo de incubacdo de 72 h o desempenho foi inferior nas menores concentragfes, com
tendéncia de atingir o mesmo comportamento das 24 horas em concentra¢fes acimas das estudadas, conforme comportamento
da curva, de forma mais acentuada que as 48 h. Também aparenta tendéncia de melhor capacidade de inibicdo em

concentragdes acima das estudadas (Figura 3).

Figura 3 - Efeito inibitdrio do 6leo resina de copaibeira sobre o crescimento micelial de Aspergillus fumigatus ao longo de 72

h de inoculago em meio CYA.

100 [ [ | RS T |- m-eeee- B o
80 PETTTYY . @ @ ot PO »
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E’ 60 .tl.-.od.---o.o.tooo"S....'-
£ B s m 24h
< 40 | R2=-6E-16 o
A - ! ) A T72h
2 712 75.649 | 1 .
P = 0 1“ +75,649 : ----- Exponencial (24 h)
> ., =0.9714 | * » » » » Polindmio (48 h)
,: 20 v=01265x2 + 1.0751% + 5793 #eeee Polinomio (72 h)
A R =0,8909

o1 ©,5 1.0 1,5 2.0 a0 a0

Concentragoes (ug mL')

Fonte: Autores (2023).

Considerando-se as porcentagens de inibicdo e horas, observa-se a tendéncia da capacidade de inibicdo do
crescimento micelial de A. fumigatus em todas as concentracdes avaliadas do 6leo de copaibeira, ressaltando-se que o controle
ITZ manteve-se eficiente em todas as avaliagdes com total inibicdo. Ressaltando-se que a eficiéncia nas primeiras 24 h foi

semelhante e total entre todas as concentragdes, atingindo o PIC de 100% (Figuras 4; 5). Nas 48 horas, as concentra¢des de 4,0

8


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i4.40852

Research, Society and Development, v. 12, n. 4, €9512440852, 2023
(CCBY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i4.40852

pg mL?t e 6,0 ug mL* comparativamente com as demais concentragGes foram as mais efetivas. Houve diminuigdo da
eficiéncia da inibicdo de crescimento no sentido 24 h para 72 h em todas as concentra¢fes do 6leo de copaibeira avaliadas. Nas
72 horas de incubacdo, a efetividade de inibicdo estd diretamente associada & concentracdo do dleo de copaiba utilizado, em

que quanto maiores as concentragdes, melhores foram as capacidades de inibicdo de crescimento do fungo, demonstrando

assim o efeito dose-dependente.

Figura 4 - Efeito inibitorio do 6leo resina de copaibeira sobre o crescimento micelial de A. fumigatus, ap6s 24 horas de
inoculagdo, nas diferentes concentrac@es. Diferencas entre nimeros expressam a diferenca significativa entre as médias a nivel

de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey, utilizando-se o programa SISVAR (5.6) (Ferreira, 2014).
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Fonte: Autores (2023).

Figura 5 - Efeito de diferentes concentracfes do 6leo resina de copaibeira sobre o crescimento micelial de A. fumigatus in

vitro, apés 24 h de avaliagdo, em meio Czapeck (CYA).

Fonte: Autores (2023).

No periodo de 48 horas, a concentragdo de 6,0 pg mL™, foi a mais efetiva em comparacgdo as demais concentrages,

apresentando um PIC (%) de 81,79% (Figuras 6 e 7).

Figura 6 - Efeito inibitério do 6leo resina de copaibeira sobre A. fumigatus, apds 48h de inoculagdo, entre diferentes
concentragdes. Diferencas entre nimeros expressam a diferenca significativa entre as médias a nivel de 1% de probabilidade

pelo teste de Tukey, utilizando-se o programa SISVAR (5.6) (Ferreira, 2014).
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Fonte: Autores (2023).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i4.40852

Research, Society and Development, v. 12, n. 4, €9512440852, 2023
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i4.40852

Figura 7 - Efeito de diferentes concentracfes do 6leo resina de copaibeira sobre o crescimento micelial de A. fumigatus in

vitro, apos 48 h de avaliagdo, em meio Czapeck (CYA).

LT

No periodo de 72 horas de incubagéo, as concentracdes de 4,0 ug mL e 6,0 pg mL™?, foram mais efetivas apresentando

um efeito inibitério de 71,57 % e de 70,20% respectivamente. Verificou-se que quanto maiores as concentragdes, maior o

Fonte: Autores (2023).

efeito de inibicdo de crescimento do fungo (Figuras 8 e 9).

Figura 8 - Efeito inibitorio do 6leo resina de copaibeira sobre A. fumigatus, ap6s 72h de inoculagdo, nas diferentes
concentragdes. Diferencas entre nimeros expressam a diferenca significativa entre as médias a nivel de 1% pelo teste de

Tukey, utilizando-se o programa SISVAR (5.6) (Ferreira, 2014).
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Fonte: Autores (2023).

Figura 9 - Efeito de diferentes concentra¢fes do dleo resina de copaibeira sobre o crescimento micelial de A. fumigatus in

vitro, apés 72 h de avaliagdo, em meio Czapeck (CYA).

-

Fonte: Autores (2023).

Na Tabela 2, sdo apresentados os valores de crescimento micelial diario (CRd) e a Percentagem de inibi¢do do
crescimento micelial (PIC%) de A. fumigatus in vitro sob o efeito das sete concentracdes do 6leo resina de copaibeira ao longo

de 24 h, 48 h e 72 h de avaliacéo.
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Tabela 2 - Crescimento micelial diario (CRd) e percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC%) in vitro de A.

fumigatus sob o efeito de sete concentracdes do 6leo resina de copaibeira ao longo de 24h, 48h e 72h de avaliacéo.

Concen Tempo (h)

tracoes 24 48 T2

(ng/mL) CRd (cm) PIC (%) CRd (cm) PIC (%) CRd (cm) PIC (%)
0,1 0 100 0.25 76.66 0,5 59,06
0,5 0 100 0.24 77.37 0.46 61.41
1,0 0 100 0,22 78.43 0.43 63.76
1.4 0 100 0.23 77.60 0.46 62.00
2,0 0 100 0.19 80.79 0,39 66.82
4,0 0 100 0.18 81,49 0.32 71,53
6,0 0 100 0,19 80.43 0,33 70,59

Fonte: Autores (2023).

3.3 Avaliacéo do potencial antifangico in vitro da nanoemulsdo do 6leo resina de copaibeira no controle de A. fumigatus

No gréafico de porcentagens de inibicdo em relacdo as diferentes concentragBes da nanoemulsdo do 6leo resina de
copaibeira, considerando-se as 5 concentragdes crescentes, verifica-se que sempre a avaliacéo as 24 horas foi mais eficiente na
inibicdo do crescimento micelial de A. fumigatus. Aparentemente as avalia¢cGes realizadas as 24 horas apresentam uma
tendéncia, com aumento de concentragdes do dleo, conforme as curvas obtidas de sempre serem superiores as demais horas
envolvidas na pesquisa (Figura 10).

Figura 10 - Efeito inibitdrio das diferentes concentragdes da nanoemulsao de 6leo resina de copaibeira sobre A. fumigatus.
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Fonte: Autores (2023).

A Figura 11 mostra o efeito inibitério da nanoemulsdo do 6leo de copaibeira sobre A. fumigatus ap6s 24 h de
inoculacdo. Onde as concentragBes de 250 pg mL%e 500 pg mL™, mostram-se como as mais efetivas com 34,5 % e 43,0 % de
PIC (%) respectivamente em relagdo as demais. Porém, de acordo com o gréafico, a tendéncia é aumentar o efeito da

nanoemulsdo sobre o fungo na medida em que se aumenta a concentracdo da mesma.
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Figura 11 - Efeito inibitério da nanoemulsdo do 6leo de copaibeira sobre Aspergillus fumigatus, apds 24h de inoculacéo.
Diferencas entre nimeros expressam a diferenca significativa entre as médias a nivel de 5% pelo teste de Tukey, utilizando-se

o programa SISVAR (5.6) (Ferreira, 2014).
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Fonte: Autores (2023).

A Figura 12 mostra o efeito inibitorio da nanoemulséo de copaibeira sobre A. fumigatus apés 48 h de inoculagdo. Onde
ja se observa uma diferenca significativa entre as concentracdes de 250 pug mL1 e 500 pug mL2. Havendo destaque para a
concentracdo de 500 ug mL. E, com tendéncia também de aumentar o efeito da nanoemulséo sobre o fungo, na medida em

gue se aumenta a concentracao.

Figura 12 - Efeito inibitério da nanoemulsdo do 6leo de copaibeira sobre Aspergillus fumigatus, apds 48h de inoculagéo.
Diferengas entre nimeros expressam a diferenca significativa entre as médias a nivel de 5% pelo teste de Tukey, utilizando-se

o programa SISVAR (5.6) (Ferreira, 2014).
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Fonte: Autores (2023).

A Figura 13 mostra o efeito inibitério da nanoemulsdo de copaibeira sobre A. fumigatus ap6s 72 h de inoculacdo. Neste

momento verifica-se uma diminui¢do do efeito da nanoemulséo sobre o fungo.
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Figura 13 - Efeito inibitdrio da nanoemulsdo do 6leo de copaibeira sobre A. fumigatus, apds 72h de inoculagdo. Diferencas
entre numeros expressam a diferenca significativa entre as médias a nivel de 5% pelo teste de Tukey, utilizando-se o0 programa
SISVAR (5.6) (Ferreira, 2014).

~ a4
95 72 h
g 85
g 78
2 65
S 55
> 45
T 35
= 25 a3
_{ 15 al a2 ala3
: 5
- -5
R 15 ) al a2
25 .
31,2 62,5 125 250 S00 ITZ 1,6
Concentracdes (ug mL1)

Fonte: Autores (2023).

Porém, o efeito torna-se semelhante entre todas as concentra¢des apés 216 h (Figura 14), inclusive com tendéncia a
aumentar na medida em que se aumentar a concentragdo da nanoemulsdo. Ndo sendo verificadas, diferengas significativas

entre as concentracdes.

Figura 14 - Efeito inibitério da nanoemulsdo do 6leo resina de copaibeira sobre A. fumigatus, apds 216 h de inoculacéo.
Diferengas entre nimeros expressam a diferenca significativa entre as médias ao nivel de 5% pelo teste de Tukey, utilizando-se
o0 programa SISVAR (5.6) (Ferreira, 2014)
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Fonte: Autores (2023).

3.4 Efeito fungicida do Itraconazol sobre o crescimento micelial de A. fumigatus
Observa-se que em todas as atividades o antiflingico do grupo dos azois, o ltraconazol na concentracdo de 1,6 ug mL™,
causou um efeito fungicida sobre o crescimento micelial do isolado selvagem, A. fumigatus, apresentando 100 % de

percentagem de inibicdo de crescimento micelial (PIC%) sobre esta espécie fingica.

4. Discussao

O o6leo de copaibeira nas primeiras 24 h, apresentou-se como potencial candidato para o tratamento de infeccGes
causadas por A. fumigatus, demonstrando elevada eficacia, 100% de inibicdo do crescimento micelial (PIC %), em todas
concentracOes avaliadas. Apos 48 h apresentou maior eficicia na concentragdo de 6,0 pg mL™ e as 72 h, 71,57%, na
concentracédo de 4,0 ug mL* e 70,20% na concentracdo de 6,0 ug mL™, ndo havendo diferenca significativa entre estas duas

concentragdes. A medida que aumenta a concentracdo do 6leo, aumenta o efeito inibitorio sobre A. fumigatus.
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Diversas atividades bioldgicas e farmacoldgicas foram reportadas em estudos experimentais utilizando-se o éleo de
Copaifera spp., como atividades antimicrobiana, antiflngica, anti-inflamatoria, antileishmanial, antinoceptiva, gastroprotetora,
antioxidante (Diefenbach et al., 2018; Veiga-Junior et al., 2007). A atividade antimicrobiana foi demonstrada em diversas
bactérias patogénicas, gram-negativas e principalmente gram-positivas. Nesses estudos, o 6leo de copaiba, causou o
rompimento da parede celular de S. aureus e a remogdo da camada-S e proteinas da parede celular em Bacillus cereus.
Enquanto que, sobre espécies flingicas, o dleo exerceu atividade fungistatica, apresentando um MIC entre 0,3-0,6 mg mL™,
sobre espécies do género Candida, como C. guilliermondii, C. tropicalis, C. parapsilosis e dos géneros Trichophyton e
Aspergillus. Sobre o género Aspergillus, a atividade fungistatica foi reportada sobre A. flavus, A. terreus, A. niger (Santos et al.
2008; Deus et al., 2011) e A. fumigatus (Tobouti et al., 2017).

Embora Tobouti et al. (2017) e Selestino et al. (2017), tenham atribuido a atividade fungistatica, ao sesquiterpeno B-
cariofileno, principal componente do 6leo resina de Copaifera spp., como inibidor do fungo filamentoso A. fumigatus,
Diefenbach et al (2018), atribuiu esta atividade, a natureza lipofilica deste 6leo, lipofilicidade essa que favoreceu a interacdo
entre 0s componentes do éleo e os lipidios da parede e membrana celulares fingica, interferindo em sua permeabilidade e
causando mudangas estruturais, o que provavelmente possa ter ocorrido com A. fumigatus, em estudo.

Segundo Fonseca et al. (2015), o 6leo de copaibeira é composto predominantemente dos sesquiterpenos, B-bisaboleno,
Z-a-bergamoteno e B-cariofileno, e de acordo com Leandro et al. (2012); Souza et al. (2011); Goren et al. (2011) e Souza et al.
(2010), os diterpenos, é&cidos copalico, polialtico, hardwickico, kaurendico e ent-kaurendico apresentam atividade
antimicrobiana sobre fungos e bactérias.

E importante ressaltar que nem todos os testes antimicrobianos foram desenvolvidos com o composto isolado do 6leo
de copaibeira. Muitos estudos, usam estas substancias isoladas de outras plantas ou compostos adquiridos comercialmente.
Esse fato, reforca a necessidade de mais estudos usando-se os componentes do éleo de copaibeira para se esclarecer o
mecanismo de a¢do sobre microrganismos, bem como a necessidade de se estudar a combinag&o entre os compostos, 0s quais
poderiam explicar a forte atividade de seu 6leo fixo (Tobouti et al., 2017). Além do fato, de diversas doengas tidas como
negligenciadas, poderem ser tratadas com o 6leo resina de copaibeira, considerado um potente candidato na formulacéo dos
mais variados produtos farmacéuticos (Lima et al., 2021). Cardinelli et al. (2023) afirma com base em seu estudo, que ainda
exista a necessidade de se realizar novas pesquisas sobre terpenos isoladamente, de forma a conhecer seu mecanismo de agéo.
Adicionando-se a isso, a necessidade de realizacdo de novos estudos toxicoldgicos in vivo mais robustos, a fim de se garantir a
dose segura do 6leo resina de copaiba, principalmente devido a falta de estudos clinicos em humanos.

A avaliagdo do efeito inibitério da nanoemulséo de C. reticulata, formulada em &gua, sulfactante hidrofilico Tween 80
e 0 0leo resina de copaibeira, obtendo-se uma nanoemulsdo em O/A, com caracteristica azulada e transparente com tamanhos
de goticulas variando entre 132,9 + 0,8544 e 144,5 + 1,852, durou 7 dias. A acdo inibitéria desta nanoemulsdo sobre A.
fumigatus, foi maior e significativa nas primeiras 24 h, nas concentracdes de 250 pg mL™ e 500 pg mL* em relacdes as demais
concentracdes. Apesar da concentracdo de 500 pug mL, ter sido mais eficaz em relagdo as demais concentrag@es na avaliagéo
efetuada as 48 h, a partir das 72 h o efeito inibitorio diminuiu e retornou a partir das 216 h, quando todas as concentragdes
apresentaram o mesmo efeito sobre A. fumigatus. De acordo com Alencar et al. (2015), emulsdes nanoestruturadas compostas
com Oleo resina e 6leo essencial de Copaifera spp., melhoraram a atividade antimicrobiana dos éleos puros, especialmente
sobre Staphylococcus e Candida, resistentes a azoles. Em seu estudo, 0s autores conseguiram, através da analise de CG-MS,
identificar os componentes do 6leo resina e essencial de Copaifera spp. O ensaio de MIC, associado com a autobiografia,
revelou que alguns ésteres dos &cidos oleico e palmitico, a-curcumene, o-himachalene, isothujol e a-fenchene, provavelmente

tenham inibido algumas destas linhagens.
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Nanoencapsulages tém melhorado também, a atividade antiflngica do éleo de Copaifera spp., reforcada pela
presenca de alantoina, cujas MICs obtidas, foram comparaveis as dos produtos comerciais, apresentando-se promissoras na
terapéutica de infeccBes cutaneas causadas por leveduras e dermatéfitos, como C. parapsilosis, C. krusei, T. rubrum e M. canis
(Svetlichny et al.,2015). Dias et al. (2012) relatam que o desenvolvimento de uma nanoemulsdo com o Gleo resina de
Copaifera spp. foi importante, para a estabilidade de p-cariofileno. Visto que, reduzida degradacdo de cariofileno proveniente
de uma nanoemulsdo, foi observada no 6leo resina de Copaifera spp., disperso através de uma fase interna apés a hidrélise
acida, exposta a condicdes de irradiacdo UV-A, oxidativa (H20) e termolitica (60°C), quando comparada ao conteudo de B-
cariofileno, apds a exposicdo nas mesmas condicdes.

Denning e Stevens (1990) afirmam que, os az6is ndo apresentam boas respostas como antiflingicos, embora alguns
autores indiquem o Itraconazol associado a corticoterapia, para reduzir a dosagem de corticoides; pois apresentaram menores
efeitos colaterais como vantagens, quando comparado a Anfotericina B (corticoide). Lopes et al. (2004) relatam que o
Itraconazol na dose de 200 mg, ministrada duas vezes ao dia, pode substituir a anfotericina B, quando a dose resposta
terapéutica inicial ndo for atingida ou quando houver intolerancia a anfotericina B.

De acordo com Mowat et al. (2008), A. fumigatus sofre transicdo morfolégica ao longo de seu crescimento e
desenvolvimento, implicando diretamente na eficicia do tratamento antifungico. Estes autores testaram a atividade antifingica
in vitro de voriconazol, anfotericina B e caspofungina contra trés fases especificas do desenvolvimento multicelular de A.
fumigatus. A atividade resultante dos trés antifingicos foi efetuada num ensaio de reducdo de XTT para avaliar os perfis de
suscetibilidade de end point e time-kill. O teste de suscetibilidade de ponto final, demonstrou uma diminui¢do dependente do
tempo na eficacia dos trés agentes antifingicos a medida em que a complexidade da estrutura hifalica do A. fumigatus se
desenvolveu. No geral, a anfotericina B exibiu melhor espectro de atividade em cada fase de crescimento, mas comparavel ao
voriconazol contra o crescimento de conidios germinados (8 h). Posteriormente, o voriconazol e a caspofungina foram
ineficazes contra estruturas miceliais complexas (12 h e 24 h). Nos estudos de time-Kkill foi demostrado que a anfotericina B foi
significativamente mais eficaz na reducdo do metabolismo de A. fumigatus do que voriconazol e caspofungina para todas as
trés fases de crescimento examinadas, principalmente ap6s 1 h de exposicdo a droga (P <0,001). Em geral, os dados
apresentados demonstraram que o tratamento de células de A. fumigatus em crescimento ativo com agentes antiflingicos é mais
eficiente do que o tratamento de estruturas maduras in vitro. E que, a anfotericina B foi consistentemente mais eficaz contra
cada fase e exibiu efeitos rapidos e, portanto, pode ser uma opc¢do adequada para gerenciar grupos de pacientes em risco de
infecgBes por aspergilose.

Van de Sande et al. (2010) afirmam que o teste de suscetibilidade para A. fumigatus geralmente é realizado com
suspensdo de conidios fungicos. No entanto, a avaliagdo da suscetibilidade das hifas fangicas pode ser mais relevante na
tentativa de mimetizar o estado flngico em tecidos infectados. Porém, em seus estudos utilizando 12 isolados clinicos de A.
fumigatus e uma cepa ATCC, as suscetibilidades antiflngicas de suspensdes de conidios, suspensdes de fragmentos de hifas e
de aglomerados de hifas, foram determinadas pelo ensaio de suscetibilidade em caldo baseado em XTT medindo a diminuicdo
da atividade metabolica fungica. A anfotericina B inibiu os conidios e fragmentos de hifas de A. fumigatus de maneira
dependente da concentracdo, com concentracdes inibitorias (ICs) de 1 pg mL™ para ambas as estruturas flingicas, enquanto os
aglomerados de hifas foram inibidos a 8 g mL™. Os fragmentos de conidios e hifas foram inibidos pelos azdlicos itraconazol
e voriconazol de forma mais gradual dependente da concentragdo, com ICs de 0,5 pg mL™? para ambas as estruturas com
ambos os agentes, enquanto que os aglomerados de hifas ndo foram inibidos pelos az6is. A caspofungina inibiu o A. fumigatus
de forma moderada, nem abrupta nem gradual, dependente da concentragdo. Os ICs para conidios foram de 128 ug mL2 e a
inibicdo da atividade metabdlica ndo foi obtida para ambas as formas de crescimento das hifas. A suscetibilidade antiflngica

dos conidios também foi determinada utilizando-se este teste. E, no qual foi descoberto que o ensaio XTT deu ICs comparaveis
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para anfotericina B, itraconazol e voriconazol, mas ndo para caspofungina (Van de Sande et al., 2010). Nesse estudo, utilizou-
se 0 Itraconazol na concentracéo de 1,6 ug mL, com inibicdo de 100% do crescimento micelial (PIC%) da cepa selvagem de
A. fumigatus. Assim como, obteve-se também ao final deste estudo eficiéncia do dleo e de uma nanoemulsdo a base de uma
planta medicinal, denominada C. reticulata, sobre esta espécie fingica.

Wei (2022) afirma que cepas de A. fumigatus resistentes aos azois representam grande desafio para a quimioterapia
contra a aspergilose invasiva, visto que a mutagcdo do gene cyp51A é reconhecida como 0 mecanismo mais dominante para
resisténcia aos azois. Além disso, a matriz extracelular (MEC) do biofilme resultante de mudangas morfoldgicas ao longo do
desenvolvimento de A. fumigatus, contribui para a resisténcia e protecdo das células vivas desta espécie fungica, aos
medicamentos antiflngicos. Wei (2022), realizou um estudo protedmico comparativo da MEC do biofilme de cepas de A.
fumigatus selvagem e resistente a azois sob pressdo de az6is, identificando 2.377 proteinas, das quais 480 e 604 proteinas com
expressoes diferenciais, foram obtidas de A. fumigatus do tipo selvagem e resistente aos azois, em exposicdo ao ltraconazol,
respectivamente (variacdo de dobra > 2 ou < 0,5, valor P < 0,05). Wei (2022) descobriu que alta proporcdo de proteinas
reguladas, estava localizada no citoplasma, nicleo e mitocéndrias. Enquanto isso, as anélises GO e KEGG revelaram que o
processo metabolico e a via ribossomal foram significativamente enriquecidos. E que, particularmente, as proteinas expressas
diferencialmente em resposta a pressdo de azdis, tanto do tipo selvagem quanto das cepas resistentes, foram analisadas
posteriormente. Indicando que essas alteracBes nas proteinas da Matriz Extracelular do biofilme, estavam relacionadas a
sintese de ergosterol, estresse oxidativo, bombas de efluxo, reparo do DNA, replicagdo do DNA e transcricao.

Porém, Watanabe et al. (2022) afirmam que, 0os mecanismos moleculares que induzem a resisténcia a azois ainda
permanecem obscuros. Visto que, ao realizarem uma analise gendmica comparativa entre as cepas com a mesma mutacdo
cyp51A isoladas do mesmo paciente, mas com diferentes padrBes de resisténcia a azéis, outra mutacdo foi encontrada, a
INSIG. Concluindo que a mesma, contribui juntamente com a Cyp51A, para a resisténcia de Aspergillus fumigatus a este

grupo de antifungicos.

5. Concluséao

O 6leo resina de copaibeira apresentou potencial inibicdo do crescimento micelial do A. fumigatus, apresentando-se
como forte candidato no tratamento de infecgfes por este fungo.

A nanoemulsdo a base de dleo de copaibeira, apresentou-se potencialmente inibidora do crescimento micelial de A.
fumigatus nas primeiras 24 h, tendendo a diminuir sua eficacia nas 72 h, voltando a demonstrar seu efeito a partir das 216 h,

quando todas as concentragfes passam a apresentar o0 mesmo efeito sobre esta espécie fungica.
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