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Resumo: 

 

Os óleos naturais agregam valores terapêuticos e são comumente utilizados como 

fitoterápicos. O óleo de copaíba, sucupira, andiroba e o látex de janaúba, têm sido extraídos 

de árvores nativas Brasileiras e utilizados contra diversos patógenos. Neste trabalho 

utilizamos os óleos naturais, tais como, o látex de janaúba e o composto β-cariofileno contra 

Paracoccidioides spp..  Este gênero corresponde a fungos filamentosos causadores da micose 

sistêmica Paracoccidioidomicose (PCM) com registros na América Latina, cujo maior número 

de casos estão no Brasil. À partir destes compostos foi determinado a citotoxicidade em 

células Balb/c 3T3 e para os óleos que inibiram o crescimento fúngico, a interação com os  

antifúngicos  anfotericina  B, sulfametoxazol-trimetoprima (SXT) e itraconazol foram 

avaliadas. Em adição o óleo copaíba encapsulado em micela Pluronic
®

 F-127 (óleo-micela) 

um composto promissor, ainda não elucidado em Paracoccidioides  spp.  foi  também  

testado.  A concentração inibitória mínima (CIM) e a citotoxicidade dos compostos foram 

evidenciados pela técnica de microdiluição. A concentração mínima fungicida (CFM) foi 

determinada pelo crescimento em placa pela técnica checkerboard, utilizada para analisar a 

interação dos óleos com os agentes antifúngicos. O óleo copaíba, óleo-micela e sucupira 

exibiram atividade fungicida com valores de CIM de 62,5μg/mL, 125 μg/mL e 250 μg/mL 

respectivamente. O óleo de andiroba, o látex–janaúba e β-cariofileno não inibiram o 

crescimento de Paracoccidioides spp. nas concentrações testadas. O óleo de copaíba, sucupira 

e o óleo- micela não apresentaram atividade hemolítica significativa e citotoxicidade nas 

células Balb/c 3T3 nas concentrações de CIM. A combinação de anfotericina B foi sinérgica 

com o óleo copaíba e o óleo-micela, apresentando concentração inibitória fracionada de 0,75. 

O óleo copaíba e o óleo-micela mostraram-se promissores para auxiliar no tratamento da 

PCM, pois inibem o crescimento do fungo e não apresentam efeitos citotóxicos nem 

hemolíticos. Além disso, o óleo de copaíba e o óleo-micela em combinação com a 

anfotericina B demonstraram atividade aditiva, enquanto que o óleo de sucupira não teve 

atividade sinérgica. 

 

 

Palavras chave: Paracoccidioides spp., compostos naturais, óleos, micela, antifúngicos. 
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Abstract: 
 
 
 
Natural oils add therapeutic values and are commonly used as herbal medicines. Copaiba oil, 

sucupira and andiroba, the janauba latex, have been extracted from native Brazilian trees and 

have been used against various pathogens. In this work we used natural oils, such as 

caryophyllene-latex and janauba compound against Paracoccidioides spp.. This genus 

corresponds to filamentous fungi that cause systemic mycosis Paracoccidioidomycosis (PCM) 

with records in Latin America, with the highest number of cases they are in Brazil. From 

these compounds it was determined on the cytotoxicity in Balb/c 3T3 cells and for the oils 

that had inhibited the growth fungal interaction with the antifungal agents amphotericin B, 

sulfamethoxazole-trimethoprim (SXT) and itraconazole were evaluated. In addition, the 

copaiba oil encapsulated in Pluronic
®

 F-127 micelle (oil-micelle) is a promising compound, 

not yet elucidated in Paracoccidioides spp. was also tested. The minimal inhibitory 

concentration (MIC) and the cytotoxicity of the compounds were evidenced by the 

microdilution technique. The minimum fungicidal concentration (MFC) was determined by 

the growth in plaque by the checkerboard technique was used to assay the interaction of the 

oils with the antifungal agents. Copaiba, oil-micelle and sucupira oil exhibited fungicidal 

activity with MIC values of 62.5/mL, μg125/ mLμg and /mL,250respectivelyμg. Andiroba 

oil, janaúba -latexcaryophyllene anddidnot inhibitβ the growth of Paracoccidioides spp. at the 

concentrations tested. Copaiba, sucupira and oil-micelle showed no significant hemolytic 

activity and cytotoxicity in the Balb/c 3T3 cells at MIC concentrations. The combination of 

amphotericin B was synergistic with copaiba oil and oil-micelle, having a fractional 

inhibitory concentration of 0.75. Copaiba oil and oil-micelle have been shown to be 

promising for the treatment of PCM, as they inhibit fungal growth and have no cytotoxic or 

hemolytic effects. In addition, copaiba oil and oil-micelle in combination with amphotericin B 

demonstrated additive activity, whereas sucupira oil had no synergistic activity. 

 
 
Keywords: Paracoccidioides spp., natural compounds, oils, micelle, antifungal. 
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1. Introdução 
 

 

1.1. O gênero Paracoccidioides e a Paracoccidioidomicose (PCM) 
 
 
 

Mundialmente, devido aos altos índices de morbidade e mortalidade, as 

infecções fúngicas têm sido uma preocupação na saúde pública. Este problema se 

agrava quando micro-organismos patogênicos atingem os grupos de alto risco, 

especialmente os pacientes imunologicamente comprometidos. Estima-se que 

anualmente, cerca de 1,2 bilhões de pessoas são infectadas por fungos patogênicos 

(Denning & Bromley, 2015). 
 

A PCM, é uma micose restrita à América Latina, foi descoberta por Adolf Lutz 

em 1908, sendo inicialmente conhecida como Blastomicose Sul-Americana ou doença 

de Lutz-Splendore-Almeida (Martinez, 2015). Os agentes etiológicos da PCM são 

fungos pertencentes ao gênero Paracoccidioides, o qual compreende duas espécies, com 

ocorrência restrita às áreas geográficas da Argentina, Brasil, Peru, Paraguai e 

Venezuela: (1) Paracoccidioides brasiliensis, formado por um complexo de quatro 

grupos filogenéticos S1, recentemente subdividida nas linhagens S1a e S1b (Muñoz et 

al., 2016), PS2, PS3 e PS4, e (2) Paracoccidioides lutzii, ocorre na região central e 

norte do Brasil (Teixeira et al., 2014). No Brasil, o fungo é frequentemente encontrado 

nas regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste (Martinez et al., 2015). 
 

Paracoccidioides spp. são fungos dimórficos, apresentando sob a forma de 

micélio ou levedura. A temperatura é o principal influenciador do dimorfismo. Assim, 

in vitro entre a temperatura de 35°C a 37°C ou no hospedeiro, é possível observar a 

forma de levedura. As células leveduriformes mães são circundadas por células filhas 
 
menores, dando a aparência de- -leme”“roda (Lacaz, 1993). Em te de 22°C-25°C, a forma micelial 

apresenta conídios intercalares e hifas septadas, os 
 
quais podem ser inalados pelo hospedeiro causando infecção (Restrepo et al., 2001). As 

formas leveduriforme e micelial estão mostradas na figura 1. 
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Figura 1. Imagem microscópica das formas de Paracoccidioides spp.. A) Fase leveduriforme, 
 
aumento 40X. B) Fase micelial, aumento 100X. Ambas as células foram coradas com tripan. 
 

 

Outros fatores estão associados ao dimorfismo de Paracoccidioides spp., dentre 

eles, o hormônio 17-β-estradiol. Esse hormônio inibe a transição morfológica do fungo, 

processo essencial para o estabelecimento da infecção. Estudos in vitro demonstraram 

que na presença de estrógeno a transição morfológica de P. brasiliensis é inibida dose-

dependente (Restrepo et al., 1984). Além disso, 17-β-estradiol modula a expressão de 

genes relacionados à resposta ao choque térmico, manutenção e remodelação da parede 

celular, metabolismo energético e sinalização celular durante a transição morfológica 

(Aristizábal et al., 2002; Aristizabal et al., 1998). Estudos indicam que a baixa 

incidência da PCM em mulheres na fase adulta está relacionado à produção do 

hormônio 17-β-estradiol durante o período reprodutivo, que se liga com alta afinidade e 

especificidade à proteína EBP (Estradiol Binding Protein) do fungo, inibindo assim sua 

disseminação no hospedeiro (Loose et al., 1983; Restrepo, 1985). 
 

O processo de transição morfológica de Paracoccidioides spp. tem sido alvo de 

estudos para elucidação de vias importantes para este processo. Abordagens 

proteômicas foram usadas para caracterizar proteínas expressas em suas formas 

morfológicas e após a interação com macrófagos. Durante a transição morfológica, 

várias proteínas envolvidas no metabolismo de aminoácidos, nitrogênio, transdução de 

sinal e relacionadas ao choque térmico, como HSP88, HSP90 e HSP70, foram altamente 

expressas (Rezende et al., 2011). Além disso, as análises transcricionais revelaram a 

indução de genes relacionados à remodelação da parede celular e membrana (Felipe et 

al., 2005; Bastos et al., 2007; Parente et al., 2008). 
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Apesar do nicho ecológico de Paracoccidioides spp. não ter sido 

definitivamente elucidado, evidências sugerem que o fungo viva saprofobioticamente na 

natureza, preferencialmente em ambiente úmido, em áreas subtropicais da América 

Central e do Sul, onde as temperaturas médias anuais variam de 18 ºC a 24 ºC e índices 

pluviométricos são elevados (Lacaz et al., 2002; Bagagli et al., 2008). Além disso, 

sugere que o solo seja um elemento importante na ecologia do patógeno devido aos 

isolamentos constantes do fungo neste ambiente (Terçarioli et al., 2007) e que algumas 

espécies de animais domésticos e selvagens podem estar envolvidos na 

ecoepidemiologia da PCM, já que o fungo foi isolado, por exemplo, em pinguins 

(Garcia et al., 1993), tatus (Silva-Vergara et al., 2000; Corredor et al., 2005), cachorros 

(Ricci et al., 2004; Farias et al., 2011) e primatas (Corte et al., 2007). 
 

A PCM acomete principalmente trabalhadores rurais residentes em áreas 

endêmicas, entre 30 a 50 anos de idade e do sexo masculino (Londero & Ramos, 1990; 

Blotta et al., 1999; Shikanai-Yasuda et al., 2006; Marques et al., 2007). Assim, devido 

ao seu caráter incapacitante, a doença causa um grande impacto social, pois em idade de 

alta produtividade, os trabalhadores precisam se ausentar por um longo período de 

tempo para realizar o tratamento da PCM, por isso esta doença tem se tornado um 

problema para a saúde pública (Mendes et al., 2003; Shikanai-Yasuda et al., 2006). 
 

A incidência anual de PCM em áreas rurais endêmicas varia entre 1-3 novos 

casos/100.000 habitantes, sendo considerada a terceira maior causa de morte por doença 

infecciosa crônica (Shikanai-Yasuda et al., 2006). Dentre os países endêmicos da PCM, 

destaca-se o Brasil, o qual responde por 80% dos casos ativos, especialmente nas 

regiões Sul, Sudeste e Centro Oeste, onde a incidência anual é de 10 a 30 casos por 

1.000.000 de habitantes (Coutinho et al., 2002; Sifuentes-Osornio et al., 2012). Na 

região Sul, no período de 1966 a 2005 foram registrados 1041 casos (Martinez, 2015), 

sendo registrado no Paraná de 1980 a 1998 551 mortes por PCM e 102 casos de 2008 a 

2009 (Bittencourt et al., 2005; Loth et al., 2011). Na região Centro-Oeste, 2509 casos 

foram registrados em 1968 a 2013 (Martinez, 2015). Em Goiás, em um estudo restrito a 

um hospital universitário de 2000 a 2006 foram diagnosticados 77 casos de PCM 

(Ferreira et al., 2012). De 1980 a 1999 foram evidenciados 422 casos no estado de Mato 

Grosso do Sul (Paniago et al., 2003) e de 1960 a 1999, em São Paulo, 1000 casos foram 

descritos (Bellissimo-Rodrigues et al., 2011). Devido ao desmatamento de áreas a 

serem utilizadas na pecuária, agricultura e expansão, o surgimento de novos casos em 

regiões antes não conhecidas como endêmicas, como Amazônia ocidental (Martinez, 
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2015). De 1997 a 2012, 163 casos de PCM foram registrados em Rondônia (Vieira et 

al., 2014). 
 

A contaminação por Paracoccidioides spp. ocorre principalmente pelas vias 

aéreas, através da inalação dos esporos fúngicos produzidos pela forma miceliana, 

atingindo os pulmões (San-blas et al., 2002). Ao entrar em contato com as células do 

hospedeiro à 37°C, o fungo transita para a forma de levedura. Nesse ambiente, os genes 

do fungo são regulados de modo a induzir a expressão de proteínas importantes para a 

adaptação metabólica, estresse e fatores de virulência, assim, o fungo consegue se 

adaptar e causar a infecção (Felipe et al., 2005; Borges et al., 2011). Caso os esporos 

resistam à barreira imunológica, podem disseminar através da corrente sanguínea ou 

linfática, acometendo outros órgãos e sistemas como fígado, baço, ossos e sistema 

nervoso central (Valera et al., 2008). 
 

Dependendo das manifestações clínicas, a PCM podem se apresentar sob as 

formas regressiva, aguda/subaguda, crônica ou residual. A caracterização do estágio da 

doença irá depender da idade do paciente, da resposta imune celular, da carga fúngica 

inalada, da presença de outras doenças relacionadas e dos sintomas apresentados. A 

contaminação inicial pode ser de forma assintomática ou apresentar sintomas como 

tosse, febre, astenias, anorexia e dor torácica. Na forma regressiva, o indivíduo se 

recupera das lesões iniciais e o desenvolvimento progressivo é contido, porém as células 

podem permanecer em estado latente nos pulmões ou nos linfonodos, podendo se 

reativar e causar uma nova infecção (Shikanai-Yasuda et al., 2006). 
 

No estágio progressivo, ocorrem as fases aguda/subaguda e crônica. Na fase 

aguda/subaguda, também denominada de fase juvenil, crianças e jovens adultos com 

menos de 30 anos de idade são os mais acometidos, e há uma evolução rápida dos 

quadros clínicos, comprometendo preferencialmente o sistema monocítico-fagocitário, 

estendendo a nódulos linfáticos, fígado, baço e medula óssea. A forma crônica 

predomina em indivíduos adultos de 30 a 64 anos de idade e tem uma evolução lenta e 

gradual. Devido ao longo período de latência, variando de anos até décadas, os sintomas 

já aparecem em estágio avançado da doença, apresentando um amplo espectro de 

manifestações clínicas com lesões predominantes no pulmão e mucosa orofaríngea, 

podendo também causar lesões granulomatosas no sistema nervoso central (Marques 

2003; Shikanai-Yasuda et al., 2006; Queiros-Telles et al., 2011). 
 

A radiografia do tórax, exame histopatológico e de hipersensibilidade à proteína 

gp43 são utilizados para diagnosticar os casos de PCM. A identificação do fungo 
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presente em escarro, raspado de lesões ou amostras de órgãos é realizado utilizando 

colorações como de Grocott-Gomori e PAS (Periodic acid-Schiff), que permitem a 

visualização de formas leveduriformes com múltiplos brotamentos (Guarner & Brandt, 

2011). O teste de imunodifusão em duplo gel de ágar é um teste com sensibilidade de 

80% e eficácia de 90%, estando disponível na prática clínica, podendo ser utilizado para 

avaliar a resposta do paciente ao tratamento, tendo em vista que o aumento do número 

de anticorpos é relacionado com recaída (Do Valle et al., 2001; Wanke & Aidê, 2009). 
 

Apesar de todos os impactos descritos, o Sistema único de saúde (SUS) não 

exige notificação compulsória de casos de PCM. Poucas pesquisas no desenvolvimento 

de fármacos são direcionadas à PCM, o que a torna uma doença negligenciada. O 

cenário se agrava, pois não possui medidas recomendadas para evitar sua contaminação 

(Shikanai-Yasuda et al., 2006). O tratamento é prolongado, podendo estender-se para 

mais de um ano, suscetível a reincidências, complicações e sequelas, principalmente, a 

insuficiência respiratória por fibrose pulmonar (Martinez, 2010). 
 

Os fármacos que comumente são utilizados no tratamento contra a PCM 

pertencem à classe dos polienos (anfotericina B), sulfonamidas (sulfadiazina e a 

associação trimetoprima-sulfametoxazol (SXT) e azóis, como o itraconazol. Alguns 

critérios são necessários na escolha do antifúngico, como o grau da lesão, a severidade 

da doença, contraindicação a algum medicamento baseando-se no histórico prévio de 

falha do medicamento ou reação de hipersensibilidade (Yasuda, 2005). 
 

Um dos primeiros medicamentos a auxiliar no tratamento foi a combinação de 

SXT, sugerido em 1973 por Barbosa & Vasconcelos. O tratamento é previsto de dois a 

três anos com administração de altas concentrações diárias. SXT atua inibindo 

sequencialmente enzimas envolvidas na síntese de ácido tetrahidrofólico, levando à 

depleção de folato intracelular, o qual é essencial para o crescimento do organismo 

patogênico (Haruki et al., 2013). Apesar do custo relativamente baixo e ser disponível 

na rede pública, seu uso terapêutico é ofuscado pelos efeitos colaterais e toxicidade do 

medicamento. Além disso, tem se relatado recaídas mesmo antes de completar 6 meses 

após a retirada da medicação (Shikanai-Yasuda, 2015). Os pacientes que fazem uso da 

medicação podem apresentar injúria hepática (Kouklakis et al., 2007), 

comprometimento das funções renais, necrose epidérmica (Wanat et al., 2009), anemia 

e outras discrasias sanguínea, sendo o agravamento deste efeito colateral pode levar à 

morte por supressão da medula óssea (Keisu et al., 1990). 
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O tratamento com anfotericina B tem sido prescrito desde 1958 sendo este o 

fármaco de escolha para as infecções crônicas mais graves. Esse tratamento é eficiente 

em infecções viscerais e infecções fúngicas invasivas em pacientes 

imunocomprometidos, em pacientes intolerantes e organismos resistentes às sulfas 

(Odds et al., 2003). Este medicamento interrompe o crescimento fúngico, alterando a 

permeabilidade da membrana celular pela ligação ao ergosterol, levando à formação de 

poros na membrana celular que permite a saída de íons e de metabólitos presente no 

citoplasma, consequentemente, ocasionando a morte celular (Beauvais & Latgé, 2001). 
 

As pessoas tratadas com anfotericina B em sua maioria são curadas, porém a 

utilização deste antifúngico é limitado pela frequência de efeitos colaterais, tais como 

febre, náuseas, vômitos, dor de cabeça, e taquipnéia (respiração rápida), taquicardia 

(batimento cardíaco acelerado), hipertensão, hipocalemia (diminui as concentrações de 

potássio), diminuição da filtração glomerular e acidose tubular renal, causada pela 

incapacidade dos rins de acidificar a urina, dentre outros (Laniado-Laborín & Cabrales-

Vargas, 2006). Além disso, apresentam taxas elevadas de recaída, 20% a 30% (Mendes 

et al., 1994). A posologia inicial de 1 mg/Kg/dia, não ultrapassando um total de 25-35 

mg/Kg diários em casos graves. Outras formulações menos tóxicas como anfotericina B 

em dispersão coloidal, a anfotericina lipossomal e o complexo lipídico de anfotericina B 

são disponíveis, porém são muito mais caras, diminuindo assim sua viabilidade de 

utilização nos tratamentos (Adler-Moore, 2002; Shikanai-Yasuda, 2015). 
 

Os antifúngicos pertencentes à classe dos azóis, como cetoconazol, itraconazol, 

fluconazol e voriconazol surgiram na década de 80. Estes fármacos agem na membrana 

celular inibindo a ação da enzima esterol 14-α-dimetilase, diminui a biossíntese do 

ergosterol situado na membrana plasmática do fungo e altera a permeabilidade da 

membrana (Yoshida & Aoyama, 1991). Para o tratamento da PCM, altas doses são 

administradas por longo período, 200 mg/dia por 6-9 meses, causando hepatotoxicidade 

e efeitos colaterais como náusea, cólica abdominal, diarreia e dores de cabeça 

aminotranferases, inflamação cutânea, dentre outros distúrbios no metabolismo 

(Shikanai-Yasuda et al., 2006; Catalán et al., 2006). O tratamento prolongado contribui 

para que ocorram interações medicamentosas, assim, o uso em conjunto com outros 

medicamentos é restringido. 

 
 
1.2. Compostos naturais 
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Plantas possuem vários mecanismos de defesa contra patógenos, sendo alguns 

expressos constitutivamente, enquanto outros são ativados por danos celulares, ou 

produzidos após sinais exógenos. Além das barreiras físicas, como cutícula espessa, 

ceras na superfície da folha, aumento da espessura e rigidez da parede celular, outras 

defesas são ativadas para restringir a infecção por patógenos, como a síntese de 

peptídeos, proteínas e metabólitos secundários. Assim, a presença de compostos ativos 

em extratos vegetais se deve à formação de metabólitos citotóxicos gerados como um 

dos mecanismos de defesa da planta (Heath, 2000). 
 

A utilização de plantas para fins terapêuticos possuem registros históricos. As 

plantas eram indicadas por boticários que atualmente chamamos de farmacêuticos. 

Extratos vegetais eram utilizados para produzir formulações terapêuticas brutas ou 

purificados; a partir da década de 80, a química conseguiu o isolamento de moléculas 

ativas promissoras, possibilitando o desenvolvimento de fármacos sintéticos, semi-

sintéticos e análogos aos compostos naturais  (Cragg &  Newman, 2013). 
 

O Brasil, como país tropical, possui domínios ricos em biodiversidade como a 

Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica, Floresta Amazônica e Floresta de Araucária (Basso 

et al., 2005). Algumas espécies de plantas nas regiões brasileiras produzem óleos 

naturais, os quais são produtos dos metabólitos secundários utilizados frequentemente 

pela população. O reconhecimento das propriedades biológicas dos metabólitos 

secundários tem incentivado a sua investigação como medicamentos, antibióticos, 

inseticidas e herbicidas. Esses óleos possuem elevada biodisponibilidade tornando-os 

favoráveis à utilização como fitoterápicos. Dentre os óleos comumente comercializados 

estão os óleos de copaíba (Copaifera spp.), sucupira (Pterodon spp.), andiroba (Carapa 

spp.), látex de janaúba (Himatanthus spp.) e o β-cariofileno, constituinte do óleo de 

copaíba. 

 
 
1.2.1.  O gênero Copaifera 
 
 
 

O gênero Copaifera é endêmico da América Latina e África Ocidental, sendo 

identificadas 72 espécies; no Brasil, estão presentes nas regiões Sudeste, Centro-oeste e 

Amazônia. São árvores frondosas, grandes produtoras de metabólitos secundários, os 

quais são armazenados naturalmente em seu tronco visando proteger-se contra animais 

herbívoros e predadores. O óleo retirado desta planta, popularmente denominada 

copaíba, é conhecido por muitos brasileiros, por suas propriedades laxativas, 
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cicatrizantes, diurética, analgésica, anti-inflamatória, antifúngica e antitumoral (Santos 

et al., 2008; Gomes et al., 2008). 
 

O óleo de Copaifera multijuga Hayne apresenta atividade fungistática frente aos 

esporos das cepas de Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus tamarii, 
 
Aspergillus terreus, e nas células de Candida guilliermondii, Candida tropicallis e 
 
Candida parapsilosis. Estas espécies foram inibidas com taxa acima de 90% mostrando 

seu potencial terapêutico contra os gêneros de fungos Aspergillus e Candida (Deus et 

al., 2009). 
 

A inibição da atividade antimicrobiana na presença do óleo de copaíba 

investigada por Santos et al. (2008) contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, 

levedura e dermatófitos, resultou na inibição de Staphylococcus aureus, resistente à 

meticilina, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis 
 
(bactérias Gram-positivas). 
 

O óleo de copaíba originado da espécie Copaifera reticulata Ducke da região 

Amazônica é capaz de modular a resposta inflamatória in vivo, diminuindo o infiltrado 

inflamatório crônico e edemas (Teixeira et al., 2017). Outros testes realizados com o 

óleo de copaíba têm mostrado resultados relevantes que justificam o seu uso como 

fitoterápico. 
 

O β-cariofileno é um composto sesquiterpeno presente não só no óleo de 

copaíba, assim como em outros óleos essenciais, incluindo o óleo de sucupira (Alves et 

al. 2013). Este componente possui inúmeras propriedades farmacológicas já descritas 

como antibacteriana, antiparasitário, antitumoral, larvicida, anti-inflamatória, 

antioxidante, anestésica (Calleja et al., 2013; Soares et al., 2013; Amiel et al., 2012; 

Pant et al., 2014; Soares et al., 2013). 

 
 
1.2.2.  O gênero Pterodon 
 
 
 

O gênero Pterodon, conhecido como sucupira branca ou faveira é encontrado na 

Amazônia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica e Pantanal. Cinco espécies compõem este 

gênero: Pterodon abruptus Benth., Pterodon appariciori Pedersoli, Pterodon 

emarginatus Vogel, Pterodon polygalaeflorus Benth. e Pterodon pubenscens Benth 

(Almeida et al., 1998). 
 

Análises fitoquímicas do óleo extraído da semente de Pterodon spp. revelaram 

alcalóides isoflavonas, diterpenos e triterpenos (Arriaga et al., 2000; Santo et al., 2010). 
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O óleo de sucupira possui propriedades analgésicas, anti-inflamatórias (Hoscheid & 

Cardoso, 2015; Galceran et al., 2011), anti-reumáticas, anti-cancerígenas (Dutra et al., 

2012), anti-oxidantes, anti-fúngica (Roque et al., 2015) e ainda auxilia no tratamento de 

doenças autoimunes degenerativas (Hansen et al., 2010). Na planta, os compostos 

fenólicos contribuem para a resistência e proteção contra patógenos. 
 

Uma nano micela foi obtida por Oliveira & colaboradores (2016, 2017) com o 

óleo extraído de P. emarginatus permitiu a atividade larvicida contra Aedes aegypti e 
 
Culex quinquefasciatus. Assim, esses outros estudos mostram que Pterodon spp. agrega 

recursos metabólicos importantes com valores terapêuticos. 

 
 

1.2.3.  O gênero Carapa 
 
 
 

Carapa é um gênero pertencente à família Meliaceae; são árvores restritas de 

florestas tropicais da África e América. Na América foram registradas 11 espécies que 

se estendem desde a Amazônia, Equador, até a América Central. 16 espécies são 

endêmicas da África. No Brasil é encontrado nos estados do Amapá, Pará, Acre, 

Amazonas e Maranhão, e predomina-se nas regiões de várzeas e áreas alagáveis ao 

longo dos igapós, sendo popularmente conhecido como andiroba, andirobinha, 

andiroba-branca, andiroba do igapó, carapa, jandiroba e penaíba (Ferraz et al., 2002). 
 

As plantas nativas são importantes fontes de renda nas comunidades rurais, e 

desempenham um importante papel social e cultural (Guèye et al., 2009). Todas as 

partes da planta têm sido usadas para fins fitoterápicos (Alexandre & Rocha, 2017); no 

entanto, o óleo extraído a partir de suas sementes é utilizado para curar edemas, 

reumatismos, anti-inflamatório, antialérgico, auxiliar na cicatrização e serve como 

matéria prima para indústrias de cosméticos (Fernandes et al., 2014; Henriques & 

Penido, 2014; Sakamoto et al., 2015; Penido et al., 2006). 
 

O óleo de andiroba é composto por ácidos graxos e outra parte de componentes 

não saponificáveis, rica em compostos limnóides que podem ser obtidos através do 

fracionamento por cromatografia. Miranda-Júnior & colaboradores (2012) identificaram 

os componentes limnóides da espécie Carapa guianensis. Neste trabalho, o óleo de 

andiroba e seu componente liminóide foram efetivos contra Plasmodium falciparum, 

alcançando cerca de 80% de inibição em concentrações de 8,2L eμg/m3,1 μg/mL 

respectivamente. 
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O óleo de C. guianensis pode ser utilizado como antialérgico e anti-inflamatório, 

pois, atua inibindo vários tipos celulares, incluindo mastócitos, eosinófilos, linfócitos T 

e também age na inibição de vias de sinalização como histamina, bradicinina e fator 

ativador de plaquetas, diminuindo consequentemente, a formação de edema (Henriques 

& Penido, 2014). 

 
 
1.2.4.  O gênero Himatanthus 
 
 
 

Himatanthus spp. pertencem à família Apocynaceae e possui diversos nomes 

populares no Brasil, tais como janaguba ou janauba. Sua distribuição ocorre do Sudeste 

brasileiro e nos países Guiana, Guiana Francesa e Suriname. O látex é extraído da casca 

sendo utilizado como anti-inflamatório, antitumoral e antihelmíntico devido à presença 

do triterpeno lupeol (Lucetti et al., 2010; Vale et al., 2015; Soares et al., 2016). 
 

O extrato obtido da casca de Himatanthus articulatus possui os componentes 

mostrado na figura 4. Estudos realizados por Vale et al. (2015) mostraram que esse 

extrato possui atividade antimalárico e apresentou baixa citotoxicidade em linhagem de 

células hepáticas cancerígenas HepG2 A16. 

 
 
1.3. Nanotecnologia e o desenvolvimento de novos fármacos 
 
 
 

A nanociência aborda a manipulação de átomos e moléculas em escala 

manométrica, a saber, um nanômetro equivale à bilionésima parte do metro, 1x10
-9

. Por 

definição uma nanopartícula mede de 5 nm até 100 nm aproximadamente, porém para a 

aplicação desta tecnologia na área de farmácia, uma molécula carreadora pode ter 

tamanho superior a 100 nm para carregar uma quantidade de fármaco ideal, mas isso 

não causa prejuízo em sua funcionalidade (De Jong & Borm, 2008). 
 

O uso da nanotecnologia tem crescido sem precedentes; no Brasil, sua aplicação 

na medicina tem sido desenvolvida desde a década de 1990. Mundialmente, o mercado 

de nanoestruturas para liberação controlada de fármacos movimentam 60 bilhões de 

dólares/ano e são consumidos por 100 milhões de pessoas anualmente. A estimativa é 

que em um futuro próximo esses medicamentos correspondam a 40% da venda de 

produtos farmacêuticos (Venugopal et al., 2009). O objetivo da nanociência aplicada às 

áreas médicas e farmacêuticas é obter fármacos mais seguros, biodegradáveis, que 
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permaneçam biodisponíveis por tempo maior, biocompatíveis com as membranas 

biológicas e melhorar o desempenho de fármacos com formulações hidrofóbicas (Saha 

et al., 2010). 

 
 

1.4. Encapsulação em micela 
 
 
 

A encapsulação em polímeros biodegradáveis possui muitas vantagens que a 

nanotecnologia permite alcançar, dentre elas estão a baixa citotoxicidade para órgãos 

não-alvo, diminuição das interações medicamentosas e liberação controlada do fármaco 

(Venugopal et al., 2009). Nanofármacos mais potentes estão sendo desenvolvidos com 

capacidade multifuncionais, capazes de agregar mais de uma função às nanoestruturas e 

responder a estímulos, como alteração de pH, temperatura, fluorescência, sendo 

promissores para tratar pacientes com doenças tais como fúngicas, virais e cânceres 

(Torchilin, 2014). 
 

As formulações das nanopartículas podem ser feitas de moléculas orgânicas e/ou 

inorgânicas, que são responsáveis por carregar, agregar ou conduzir fármacos bioativos 

ou sondas pelo corpo, possuindo um alvo específico (Figura 5). Ainda, é possível que o 

próprio fármaco seja feito em nanopartícula (Duncan, 2003; Kipp, 2004). As 

formulações são feitas conforme o objetivo e alvo de cada fármaco e devem ser 

consideradas as barreiras fisiológicas que serão encontradas e o estágio da doença 

(Moghimi et al., 2001). 
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Figura 5. Sistema de liberação de um nanofármaco multifuncional: esse sistema pode ser feito 

com lipossoma ou micela polimérica e suporta mais de um fármaco, podendo direcioná-los a um 

órgão ou alvo específico dependendo da finalidade e são sensíveis a estímulos (Torchilin, 2014). 

 

 

No tratamento in vitro contra Leishmaniose, foi testado o sistema de entrega de 

fármacos; utilizando compostos naturais e sintéticos, ambos encapsulados, os 

compostos revelaram ser um bom candidato a fármaco combatendo Leishmania 

donovani em comundongos infectados (Basu & Lala, 2004). O avanço desta tecnologia 

na área da oncologia permite novas estratégias de tratamento de células cancerígenas 

resistentes a fármacos. Por exemplo, o melfalano, utilizado para tratar carcinomas, foi 

encapsulado em nanopartícula. Assim, a nanopartícula proporcionou estabilidade e 

potencializou o efeito do fármaco significativamente, induzindo a morte de células de 

carcinoma resistente (Michel et al., 2016). 
 

Apesar das nanopartículas serem promissoras, há uma grande preocupação com 

a toxicidade destas moléculas, pois estudos de populações que são expostas às 

nanopartículas sólidas resultante de combustão, mostraram que estas causaram 

problemas cardiovasculares e doenças respiratórios (Borm & Müller-Schulte, 2006). 

Sendo assim, neste trabalho foi escolhida a micela Pluronic
®

 F-127, pois é um veículo 

de proteínas e peptídeos terapêutico, caracterizado como biomaterial, o qual é aprovado 

pela Food and Drug Administration (FDA) e apresenta segurança em sua utilização 

(Stratton et al., 1997; Akash et al., 2014). 
 

Pluronic
®

 F-127 é um copolímero termos sensível produzido de forma sintética, 

utilizado para aumentar a estabilidade e solubilidade de um fármaco com caráter 

hidrofóbico. Uma micela de Pluronic
®

 F-127 é formada de blocos de copolímeros poli 

(óxido de etileno) (POE) e blocos hidrofóbicos de poli (óxido de propileno) (POP) 

formando um monômero de estrutura POE-POP-POE. 
 

Os blocos POE-POP-POE unidos apresentam caráter anfifílico e são utilizados 

para encapsular fármacos hidrofóbicos. A encapsulação ocorre de forma que, com o 

aumento da temperatura e na presença de um solvente aquoso, os monômeros se 

deslocam para a formação das micelas esféricas (Figura 6). As partes hidrofóbicas 

tendem a se unir formando interações favoráveis, reduzindo a energia livre do sistema e 

a estrutura hidrofílica fica disposta na interface que contém o solvente aquoso, atingindo 

assim um equilíbrio químico (Cui et al., 2008; Akash et al., 2017). 
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A micela Pluronic® F-127 mantém a termostase dos fármacos incorporados que 

são completamente recuperados após a dissolução da micela termossensíveis em 

temperatura corporal em caso de excesso de tampão e/ou fluido biológico (Stratton et 

al., 1997; Akash et al., 2014). De acordo com a literatura, Pluronic® F-127 tem sido 

amplamente estudado para a entrega sustentada de um grande número de fármacos 

ativos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 6. Formação do copolímero de Pluronic® F-127. A) Fórmula estrutural do copolímero 

em bloco Pluronic® F-127 e (B) representação esquemática da formação de micelas. CMC; 

Concentração crítica de micelas, PPO; Poli (Óxido de propileno), PEO; Poli (óxido de etileno) 
(Akash et al., 2017). 
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2.  Justificativa 
 
 
 

Uma estimativa mundial aponta que 1,2 bilhões de pessoas sofrem de alguma 

infecção causada por fungos patogênicos (Denning & Browley, 2015). Paracoccidiodes 

representa o gênero de fungos termodimórficos causadores da PCM que se restringem à 

América Latina, cujo principal país endêmico é o Brasil. A infecção fúngica acomete 

principalmente trabalhadores rurais do sexo masculino em estágio de maior 

produtividade ou nas últimas décadas de vida causando infecções graves que podem 

ocasionar a morte. Apesar da disponibilidade de antifúngicos no mercado, a busca por 

novos antifúngicos se faz necessária, visto a resistência que os fungos têm adquirido 

visando proteger-se dos agentes estressores. O tratamento clínico contra a PCM é 

agressivo podendo prolongar-se por meses ou até anos e frequentemente ocasiona a 

desistência do paciente (Schueffler & Anke, 2014; Mendes et al., 1994). Neste sentido, 

a busca por compostos promissores tem sido investigada por muitos pesquisadores, com 

o objetivo de desenvolver fármacos mais eficazes, seguros e com menos efeitos 

colaterais. 
 

Os óleos naturais obtidos de plantas nativas brasileiras são utilizados pela 

população como alternativa para tratar doenças graves e moderadas. O óleo de copaíba, 

por exemplo possui inúmeras propriedades antimicrobianas contra Aspergillusi spp., 
 
Candida spp. (Deus et al., 2009), Staphylococcus spp. (Santos et al. 2008), inibindo 

esses organismos de forma eficiente. Assim, neste trabalho buscou-se investigar a 

atividade desse e de outros óleos naturais no fungo Paracoccidioides spp. visando sua 

utilização como fitoterápico. 
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3.  Objetivo Geral 
 
 
 

Analisar a resposta de quatro isolados de Paracoccidioides spp. frente aos óleos 

andiroba, copaíba e sucupira, óleo copaíba imobilizado em micela Pluronic
®

 F-127 

(óleo- micela), látex de janaúba e ao composto β-cariofileno. 

 
 

3.1. Objetivo Específicos 
 
 
 

Avaliar a atividade antifúngica dos óleos naturais andiroba, copaíba, látex de 

janaúba e sucupira, óleo- micela e -cariofilenoβ em Paracoccidioides spp.; 

Avaliar a citotoxicidade dos óleos naturais andiroba, copaíba, látex de janaúba, 

sucupira, óleo- micela e -cariofilenoβ em células Balb/c 3T3; 
 

Avaliar células sanguíneas expostas aos óleos naturais copaíba e sucupira, bem 

como o óleo de copaíba imobilizado em micela; 
 

Determinar o tipo de interação entre os óleos naturais copaíba e sucupira, bem 

como do óleo de copaíba imobilizado em micela, e os antifúngicos itraconazol, 

anfotericina B, bactrim e sulfametoxazol. 
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CAPÍTULO II 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Manuscrito: Antifungal activity of the oil extracted 

from Copaifera langsdorffii, Copaifera langsdorffii oil 

in Pluronic
®

 F-127 micelle and β-Caryophyllene on 

Paracoccidioides spp. 
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BACKGROUND: Paracoccidioidomycosis (PCM) is mycosis systemic caused by 

thermodymorphic fungus Paracoccidioides spp. that is found in endemic regions of 

Latin America, with the largest number of cases being registered in Brazil. PCM 

therapy is a slow process performed with the administration of toxics antifungals for 

months or years, necessitating of research by new antifungal compounds. The copaiba 

oil has numerous pharmacological properties and when encapsulated in nanoparticles 

become even more promising. β-caryophyllene is a major component of copaiba oil and 

its inhibitory activity against various microorganisms has also been reported. 
 
OBJECTIVES: This study evaluated the antifungal activity of copaiba oil and copaiba 

oil immobilized in Pluronic
®

 F-127 micelle (oil-micelle) in Paracoccidioides spp., 

cytotoxicity in Balb/3T3 cells and the interaction with amphotericin B, 

sulfamethoxazole-trimethoprim (SXT), and itraconazole. 
 
METHODS: Minimum inhibitory concentration (MIC) and cytotoxicity of the 

compounds were determined by the microdilution technique. Minimum fungicidal 

concentration (CFM) was determined by plaque growth, and checkerboard technique 

was used to determine the interaction of the natural compounds with antifungal agents. 
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FINDINGS: The copaiba oil and oil-micelle exhibited fungicide activity with MIC 

values of 62.5 μg/mL and 125 μg/mL, respectively. The β-caryophyllene did not inhibit 

the growth of Paracoccidioides spp.. The copaiba oil and oil-micelle had no significant 

hemolytic activity and cytotoxicity in Balb/c 3T3 cells at MIC concentrations. The 

antifungal amphotericin B was synergistic with copaiba oil and oil-micelle, presenting 

fractional inhibitory concentration (FIC) of 0.75. 
 
MAIN CONCLUSIONS: Copaiba oil and oil-micelle showed to be promising to assist 

in the treatment of PCM, since they inhibit the fungus growth and present neither 

cytotoxic nor hemolytic effects. In addition, copaiba oil and oil-micelle in combination 

with the antifungal amphotericin B demonstrated additive activity. 
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INTRODUCTION 
 
 
 

The use of plants with therapeutic potential has contributed in the treatment of 

several diseases and open discussions about their pharmacological effects (Kumar et al., 

2015). Brazil is the country that holds the greatest biodiversity of flora on the planet, 

represented in the biomes Amazonia, Cerrado, Mata Atlântica, Caatinga, Pampa and 

Pantanal (Overbeck et al., 2007). Several species of plants from Brazilian regions 

produce natural oils with high chemical diversity and pharmacological potentials, 

making them promising in the application as medicinal herbs (Dutra et al., 2016). 
 

Copaíbas are trees native in the tropical region of Latin America, extending from 

Mexico of the Argentine. Of the 72 existing species of the Copaifera genus, 17 are 

endemic in Brazil, distributed in the Southeast, Midwest and Amazon regions. Among 

the most abundant species present in Brazil highlights Copaifera officinalis L., 
 
Copaifera guianensis Desf., Copaifera reticulata Ducke, Copaifera multijuga Hayne, 
 
Copaifera confertiflora Bth.,Copaifera langsdorffii Desf., Copaifera coriacea Mart., 
 
Copaifera cearensis Huber ex Ducke (Veiga Junior & Pinto, 2002). These trees are 

producers of secondary metabolites, which are stored naturally in their trunk in order to 

protect themselves against herbivorous animals and predators. Chemically, the copaiba 

oil is formed by resinous acids and volatile compounds, with predominance of 

diterpenes and sesquiterpenes, such as α-humulene, αand β-selinene, β-bisabolene and 
 
β-caryophyllene  (Neto  et  al.,  2008).  Several  therapeutic  applications  have  been 
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associated with copaiba oil, as antimicrobial, analgesic, antifungal and antitumor 

activity (Santos et al., 2008; Gomes et al., 2008). 
 

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a mycosis restricted in Latin America caused 

by dimorphic fungi of the genus Paracoccidioides that are grouped within two species: 
 
Paracoccidioides brasiliensis, formed by a complex of four phylogenetic groups, as S1, 

recently subdivided into the lines S1a and S1b, PS2, PS3, PS4, and Paracoccidioides 

lutzii (Muñoz et al., 2016; Turissini et al., 2017). PCM, is responsible for high rates of 

premature deaths and socioeconomic repercussions, especially in specific social 

segments, such as rural workers living in endemic areas, between 30 and 50 years of age 

and male (Shikanai-Yasuda et al., 2006). In comparison with the other endemic PCM 

countries, Brazil is responsible for the majority of PCM cases, with 2.4 million of cases 

annually (Sifuentes-Osornio et al., 2012; Martinez, 2015). Due to its incapacitating 

nature, PCM is a public health problem. 
 

The therapeutic limitations of antifungal currently available for PCM, has been 

an incentive for research by new compound, and development of drugs more effective 

and with fewer side effects (Zambuzzi et al., 2013; Prado et al., 2014; Do Carmo et al., 

2015). In addition, the use of nanotechnology has improved the performance of 

hydrophobic compound, including antifungals, increasing stability and solubility of the 

molecule, decreasing cytotoxicity and drug interactions (De Jong & Borm, 2008; 

Amaral et al., 2009). 
 

This work investigated the biological activity of oil copaiba and copaiba oil 

immobilized in Pluronic
®

 F-127 micelle (oil-micelle), in the inhibition of the growth of 

Paracoccidioides spp, cytotoxic potential in Balb/c 3T3 cells and hemolytic activity. In 

addition, the interaction of copaiba oil and oil-micelle with the antifungal amphotericin 

B, sulfamethoxazole-trimethoprim (SXT), and itraconazole, used in the treatment of 

PCM was investigated. 

 
 

METHODOLOGY 
 

 

Oil and antifungal agents 
 
 
 

The natural copaiba oil was extracted from the species C. langsdorffii, collected 

in Brazilian territory. The β-caryophyllene (80% de purity; Sigma-Aldrich, Missouri, 
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USA), antifungal amphotericin B (Sigma-Aldrich), SXT (Prati Donaduzzi, Paraná, 

BRA) and itraconazole (Tokarski Com. & Ind. Ltd., Paraná, BRA) were purchased. 

 
 

Synthesis and characterization of copaiba oil in Pluronic
®

 F-127 micelle 
 

 

The oil-micelle were prepared by the solid dispersion method, in partnership 

with the Institute of Chemistry of the Federal University of Goiás. The micelle were 

homogenized with copaiba oil and both dissolved in alcohol and placed in the rotary 

evaporator. Subsequently the sample was hydrated with deionized water and left under 

mechanical stirrer IKA RW20.N at 60 °C. After this procedure, the samples were 

filtered using a 0.22 μm filter. The sample was placed in the freeze drier until the entire 

dried sample was obtained. After this procedure was stored at -20 °C and when 

rehydrated was maintained at 4 °C for use. The encapsulation efficiency was determined 

from the HPLC lyophilized encapsulated copaiba samples. The stability of the oil- 

micelle was qualitatively analyzed at room temperature from the observation of the 

sample. Stable, the sample is homogeneous and transparent, and when it is not stable, it 

has precipitated compounds. Infrared spectroscopy analysis spectra of the oil-micelle 

and micelle were obtained in order to certify the presence of copaiba oil within micelle. 

 
 
Microorganism and culture conditions 
 
 
 

Paracoccidioides lutzii (Pb01) and Paracoccidioides brasiliensis (Pb03, Pb18 

and Pb83 isolates) were incubated in liquid Fava-Netto medium as described by Fava-

Netto & Raphael (1961) (0.3% protease peptone, 1% peptone, 0.5% (w/v) meat extract, 

0.5% (w/v) yeast extract, 1% brain heart infusion, 4% glucose, 0.5% NaCl), pH 7.2 for 

48 h at 37 °C under shaking. Posteriorly, the cells were centrifuged at 5,000 g, washed 

with phosphate buffered saline (0.09% Na2HPO4, 0.02% KH2PO4, 0.8% NaCl, 0.02% 

KCl), pH 7.2, transferred to chemically defined medium Roswell Park Memorial 

Institute medium (RPMI 1640, Sigma-Aldrich) and maintained under incubation for 16 

h, at 37 °C under shaking for the adaptation of fungal cells. 

 
 

Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) 
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The determination of MIC for the four isolates (Pb01, Pb03, Pb18 and Pb83) 

was performed using the microdilution technique, as recommended by the Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI 2008) and adapted according with De Paula et al. 

(2013). The natural oils were dissolved in 0.1% dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma-

Aldrich). In each well of the microplate, different concentrations of the copaiba oil, and 

oil-micelle were added together with fungal suspension in the final concentration of 

1x10
5
 cells/mL. To determine the maximum fungal growth (positive control), the cells 

were placed in the presence of only RPMI medium and to obtain maximum inhibition 

value (negative control) cultures aliquots received the antifungal itraconazole. Plates 

were maintained at 37 °C, under agitation for 48 h. After this period, 20 μL of the 

resazurin solution (a redox indicator) was added at 0.02% and incubated subsequently 

for 24 h. The MIC was determined visually, from reduction of resazurin (blue) to 

resorufin (pink). The visual analysis was confirmed by reading the absorbance as 

described by Rampersad (2011). 

 
 
Determination of minimum fungicide concentration (MFC) 
 
 
 

The MFC was determined for the four isolates of Paracoccidioides spp. Cells 

were incubated with copaiba oil, and oil-micelle, serially diluted, maintaining the same 

concentrations and culture conditions used in the MIC test. A subculture was performed 

by transferring of 20 μL of the material corresponding to MIC, MICx2 and MICx4 to 

plate containing solid Fava-Netto. As control of fungal growth, an aliquot of the 

positive control was also plated. The plates were incubated at 37 °C for 7 days, with 

subsequent visual readout. The MFC was defined as the lowest concentration where 

fungal growth is not visualized. 

 
 
Cytotoxicity concentration (CC) 
 

 

The  Balb/c  3T3  clone  A31  (ATCC®  CCL-163    ™)    cells    were   c 
 
Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM, Sigma-Aldrich), supplemented with 

10% fetal bovine serum (Nutricell, São Paulo, BRA). The total of 1x10
5
 cells/mL was 

incubated with different concentrations of the copaiba oil or oil-micelle for 48 h, at 37 

°C, 5% CO2. Posteriorly, 20 μL of the 0.02% resazurin solution was added to each 

microwell, incubating for 24 h under the same conditions of the assay. The CC was 
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determined visually and confirmed by reading the absorbance as described by 

Rampersad (2011). 

 
 

Hemolysis assay 
 
 
 

Human blood was collected in tubes containing heparin and washed three times 

with phosphate buffered saline, pH 7.4 (PBS). 2% erythrocyte solution was prepared 

(v/v) and distributed in microtube. Posteriorly, were added different concentrations of 

copaiba oil, and oil-micelle. The positive hemolysis control was obtained using 1% 

triton-X100, and to negative control of hemolysis was used PBS. The microtubes were 

incubated for 30 min at room temperature. After, the samples were centrifuged at 5,000 

g for 10 min. The supernatant was transferred to microplate and absorbance was 

quantified by spectrophotometry at 540 nm. Two independent experiments were 

performed, and the samples were done in quintuplicate. The % hemolysis was 

calculated following the formula: absorbance of the sample - negative 

control/absorbance positive control - negative control x 100. 

 
 
Interaction between copaiba oil and oil-micelle and antifungals 
 
 
 

The combined effect of the synthetic antifungals (itraconazole, amphotericin B, 

and SXT) with copaiba oil and oil-micelle was determined using the checkerboard 

technique. Initially, 50 μL of each antifungal in combination with 50 μL of the copaiba 

oil or oil-micelle, were disposed orderly: in the horizontal direction, there was a 

decreasing in the copaiba oil or oil-micelle concentrations and in the vertical, a 

decreasing in the concentrations of the synthetic antifungal. 100 μL fungal suspension 

of Paracoccidioides spp. were added at final concentration of 1x10
5
 cells/mL. After 48 

h of incubation at 37 °C, under agitation, 20 μL of resazurin solution (0.02%) was 

added and again incubated for 24 h. The wells that retain blue staining were considered 

absent from fungal growth, and wells that showed pink staining indicated fungal 

growth. The type of interaction was determined by applying the fractional inhibitory 

concentration (FIC), calculated using the formula: FICs = FICA + FICB, where FICA is 

the MIC of compound A combined divided by the MIC of compound A alone; FICB is 

MIC of compound B combined divided by MIC of compound B alone. The FICIs were 
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interpreted as follows: synergic, FIC ≤ 0. 1 to ≤ 4, antagonistic FIC > 4, as proposed 
 
 
 
 

RESULTS 
 

 

The in vitro antifungal activity of copaiba oil, oil-micelle and-caryophylleneβ 
 
was evaluated at different concentrations against Paracoccidioides spp. after 72 h of 

treatment. The MIC, MFC, CC and selectivity index (SI) are showed in table I. Copaiba 

oil inhibited the growth of all Paracoccidioides spp. isolates, showing similar MIC 

(62,5μg/mL) and MFC (62.5 μg/mL). The oil-micelle, also showed similar MIC (125 
 
μg/mL) and MFC (125 μg/mL) for all isolated. Until the concentration of 2,000 μg/mL, 
 
β-caryophyllene did not inhibit the growth of Paracoccidioides spp. and MFC was not 

found. The cytotoxicity of copaiba oil, oil-micelle and-caryophylleneβ was evaluated in 

Balb/c 3T3 cells, resulting in the CC of 250 μg/mL, 500 μg/mL and 2,000 μg/mL, 

respectively. To calculate SI, the CC was divided by MIC. Copaiba oil and oil-micelle 

presented similar-caryophylleneSIitwas(SI=4);notfound. to β 
 

The hemolytic activities of copaiba oil and oil-micelle were dose-dependent to the 

concentrations tested. The quantity of 62.5 μg/mL corresponding to MIC of copaiba oil 

caused 0.14% of hemolytic activity, while the quantity of 125 μg/mL corresponding to 

MIC of oil-micelle caused 0.25% (Table II). 
 

The combination between copaiba oil and amphotericin B resulted in additive 

interaction, decreasing the MIC of amphotericin from 0.75 μg/mL to 0.18 μg/mL and of 

copaiba oil from 62.5 μg/mL to 31.25 μg/mL for all isolates (Table III). The 

combination between copaiba oil/SXT and copaiba oil/itraconazole resulted in an 

indifferent interaction, so none potentiated the effect of the other. Similar effect was 

found for copaiba oil-micelle that also presented an additive interaction only with 

amphotericin B, decreasing the MIC of amphotericin B from 0.75 μg/mL to 0.18 μg/mL 

and of the oil-micelle from 125 μg/mL to 62.5 μg/mL for all isolates. Indifferent 

interaction was found for the combinations of oil-micelle with SXT and itraconazole, so 

none potentiated the effect of the other. 

 
 
DISCUSSION 
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Several problems related to the current antifungal have been evidenced, mainly 

with respect to the toxicity and resistant isolates (Hahn et al., 2003; Shikanai-Yasuda 

2015). The research for compounds, especially those derived from the plant species, 

gain importance due to their availability and popular usage, which often ensures safety 

with regard to their toxicity (Gupta et al., 2015). 
 

The therapeutic effects of Copaifera spp. have been constantly reported, such as 

anti-inflammatory (Veiga Junior et al., 2007), antineoplasic (Gomes et al., 2008), 

antimicrobial (Abrão et al., 2015), and antifungal (Zimmermam-Franco et al., 2013). 

The oils from Copaifera martii, C. reticulata and C. officinalis had activity in 
 
Trichophyton rubrum with MIC ranging from 250 μg/mL to 500 μg/mL. The C. 

multijuga oil showed fungistatic activity against Aspergillus flavus and Candida 

parapsilosis with MIC of 80 μg/mL and 100 μg/mL, respectively (Deus et al., 2011). C. 

langsdorffii showed fungicidal activity against Trichophyton mentagrophyte (MIC and 

MFC = 170 μg/mL), and caused structural alterations on fungus membrane suggesting 

cell death due to changes in membrane permeability, similarly to antifungal agents of 

the class of polyenes (Zimmermam-Franco et al., 2013). 
 

Despite of several reports of antifungal activity of copaiba oil, its activity in 
 
Paracoccidioides spp. is not yet known. In addition, no interaction study of this oil with 

commercial antifungal was performed. Thus, the investigation of its bioactive potential, 

safety profile and interaction with other antifungal agents was performed here. We 

focused our research on species C. langsdorffii. The data showed (table I) that copaiba 

oil had good antifungal activity (MIC and MFC= 62.5 μg/mL) compared with other 

natural compound tested in Paracoccidioides spp., as oenotein B, compound isolated 

from the Cerrado plant Eugenia uniflora, that presented MIC of 500 μg/mL against P. 

lutzii (Zambuzzi-Carvalho et al., 2013), and extracts from Atacama Desert fungi that 

presented MIC of 125 to 500 μg/mL. It is important to note that copaiba oil showed a 

fungicidal effect on Paracoccidioides spp. cells. Of the drugs available for the treatment 

of PCM, only amphotericin b has a fungicidal effect, but its use is limited, due to its low 

selectivity that culminates in potentially fatal side effects (Samuel et al., 2011). 
 

Copaiba oil is composed of resinous acids and volatile compounds, being β-

caryophillene, the major component of copaiba oil (Neto et al., 2008). The large 

diversity of studies involving β-caryophyllene demonstrates their high potential as 

antimicrobial, insecticidal and anti-plasmodial (Kotan et al., 2008; Dahham et al., 2015). 

So, β-caryophillene also was tested against Paracoccidioides spp., but no 
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inhibitory activity was found against this fungus, suggesting that in this microorganism, 

it is not responsible for that inhibitory action or that the combination of all components 

of the oil could provide its antifungal effect. 
 

With the advent of nanotechnology, the encapsulation of natural oils has been 

known to potentiate its effects against resistant organisms that affect the population. 

Svetlichny et al. (2015) demonstrated that the oil of C. multijuga in micelle potentiated 

the action against the pathogenic fungi Candida krusei, C. parapsilosis and T. rubrum. 

In addition, Alencar et al. (2015) demonstrated the antimicrobial action of copaiba oil of 

C. langsdorffii in micelle against azole resistant Staphylococcus and 
 
Candida spp. 
 

Pluronic
®

 F-127 are hydrophilic copolymer blocks (polyethylene oxide) and 

hydrophobic copolymer blocks (polypropylene oxide) forming an amphiphilic triblock 

copolymer, which has significant potential for drug delivery, as it is able self-assemble 

into nanosize micelle in aqueous solutions, increasing the stability and solubility of a 

hydrophobic drug (Khattak et al., 2005). In view of these characteristics, we 

hypothesized that the immobilization of oil-micelle could improve the solubility of 

copaiba oil and potentiate their bioactive effects. Oil-micelle showed better solubility, 

however did not potentiated the effect of copaiba oil against Paracoccidioides spp.. 
 

In the drug development flow, rejection of a compound in the final stages leads 

to a major financial loss. In addition, it is necessary to propose molecules that do not 

imply potential hazards in the use. Thus, regarding drug safety, it is important to 

perform a strict quality control in the early stages of this process. The results show that 

the selectivity index of copaiba oils and oil-micelle were considered satisfactory (SI=4). 

In addition, the copaiba oil and oil-micelle, at the concentration of 62,5 μg/mL e 125 

μg/mL, respectively, do not cause hemolysis (Table II). Following the parameters 

presented by Amin & Dannenfelser (2006), values < 10% may not be hemolytic, while 

values > 25% to be at risk. The hemolytic effect can induce anemia in patients, due 

osmotic lysis caused by increased permeability of the plasma membrane (Aparicio et 

al., 2005), oxidation of hemoglobin (Bukowska & Kowalska, 2004), and loss of lipids 

in the erythrocyte plasma membrane (Brito et al., 2002). The hemolysis test and 

cytotoxicity demonstrate the safety of using the copaiba oils and oil-micelle, but it is 

important to emphasize that they can not be used in a discriminated way by the 

population. In addition, the β-caryophyllene cytotoxic concentration in Balb/c 3T3 cells 

did not has inhibitory activity at the concentrations tested in Paracoccidioides spp., 
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therefore, it was not possible to calculate the cytotoxic concentration and the selectivity 

index. 
 

One of the major benefits of combination of antifungal agents is obtainment 

synergy, reducing the amount of antifungal used in treatment, reducing so toxicity. 

However, other antagonistic effects, reduction of the efficacy of both antifungals can be 

evidenced in a combination antimicrobial therapy (Cuenca-Estrella, 2004). In this 

scenario, the use of techniques to evaluate the combinatorial potential among bioactive 

compounds, as checkerboard has been employed (Svetaz et al., 2016). The term 

checkerboard refers to the standard of how the test compounds are distributed on a 

microdilution plate, presenting a great advantage since it is possible to test combinations 

of different concentrations in a single test. Thus, this technique was used to elucidate 

the type of interaction that copaiba oil would have with the commercial antifungal 

agents used in the treatment of PCM. 
 

The copaiba oil and oil-micelle showed an additive effect with the antifungal 

amphotericin B, reducing the MIC of amphotericin B of 0.75 μg/mL to 0.18 μg/mL 

(Table III). In addition, MIC to copaiba oil and oil-micelle also decreased. This finding 

makes copaiba oil and oil-micelle even more promising as antifungal, since reducing the 

concentration of amphotericin B would lead to fewer toxic effects. The other antifungal 

did not have the action combined with the copaiba oil and oil-micelle; they were 

indifferent. Synergic and additive effects have been observed between natural oils and 

antifungals. El-Ahmady et al. (2013) evaluated the synergistic effect of natural oils and 

their results indicated significant synergistic effects between thyme oil and 

amphotericin B against C. albicans and Aspergillus niger. Cinnamon oil also acted 

synergistically with amphotericin B against C. albicans. 

 
 
CONCLUSION 
 
 
 

Copaiba oil and oil-micelle inhibited Paracoccidioides spp. growth efficiently. 

No cytotoxicity or hemolytic effect was observed at MIC concentration. When 

combined with amphotericin B, copaiba oil, oil-micelle and amphotericin B had a 

reduction of their MIC, suggesting that copaiba oil and oil-micelle may be an efficient 

antifungal to be employed together amphotericin B in the treatment of PCM. 
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Table I. Biological activity of copaiba oil, oil-micelle and β-caryophyllene 

 

Samples Isolate MIC µg/mL MFC CC µg/mL SI 
      

Copaiba oil Pb01 62.5 62.5 250 4 

 Pb03 62.5 62.5  4 

 Pb18 62.5 62.5  4 

 Pb83 62.5 62.5  4 

Oil-micelle Pb01 125 125 500 4 

 Pb03 125 125  4 

 Pb18 125 125  4 

 Pb83 125 125  4 

β-caryophyllene Pb01 >2,000 not found 2,000 not found 

 Pb03 >2,000 not found 2,000 not found 

 Pb18 >2,000 not found 2,000 not found 

 Pb83 >2,000 not found 2,000 not found  
Minimum inhibitory concentration of fungal growth; minimum fungicide concentration (MFC); 
cytotoxic concentration (CC) of Balb/c 3T3 cells growth; selectivity index (SI). 

 

 

Table II. Percentage of hemolytic activity of copaiba oil and Oil-micelle 
 

   Hemolytic activity (%)  
       

Oil 2000 1000 500 250 125 62,5 

 µg/mL µg/mL µg/mL µg/mL µg/mL µg/mL 

Copaiba 2.41 1.64 0.52 0.38 0.17 0.14 

Oil-micelle 0.67 0.48 0.45 0.44 0.25 0.12  
Results obtained from the mean of independent experimental triplicates. 

 
Table III. In vitro interaction of copaiba and oil-micelle with amphotericin B, 
sulfamethoxazole+trimethoprim (SXT) and itraconazole in Paracoccidioides spp. 

 

Copaiba oil + Amphotericin B 

 Pb01 Pb03 Pb18 Pb83 

MICA Copaiba 62.5 62.5 62.5 62.5 
MICB Amphotericin B 0.75 0.75 0.75 0.75 
MICA Combined 31.25 31.25 31.25 31.25 
MICB Combined 0.18 0.18 0.18 0.18 
FICA 0.50 0.5 0.5 0.5 
FICB 0.24 0.24 0.24 0.24 
FIC 0.74 0.74 0.74 0.74 

Interaction Additive Additive Additive Additive  
Copaiba oil + SXT 

 Pb01 Pb03 Pb18 Pb83 

MICA Copaiba 62.5 62.5 62.5 62.5 

MICB SXT 2.32 2.32 2.32 2.32 
MICA Combined 31.25 31.25 31.25 31.25 
MICB Combined 1.16 1.16 1.16 1.16 
FICA 0.5 0.5 0.5 0.5 

FICB 0.5 0.5 0.5 0.5 
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FIC 1 1 1 1 

Interaction Indifferent Indifferent Indifferent Indifferent 

 Copaiba oil + Itraconazole   

 Pb01 Pb03 Pb18 Pb83 

MICA Copaiba 62.5 62.5 62.5 62.5 

MICB Itraconazole 0.001 0.003 0.003 0.003 
MICA Combined 31.25 31.25 31.25 31.25 
MICB Combined 0.0005 0.001 0.001 0.001 
FICA 1 1 1 1 
FICB 0.5 0.5 0.5 0.5 
FIC 1.5 1.5 1.5 1.5 

Interaction Indifferent Indifferent Indifferent Indifferent 

 Oil-micelle + Amphotericin B   

 Pb01 Pb 03 Pb18 Pb83 

MICA Oil-micelle 125 125 125 125 

MICB Anfotericin B 0.75 0.75 0.75 0.75 
MICA Combined 62.5 62.5 62.5 62.5 
MICB Combined 0.18 0.18 0.18 0.18 
FICA 0.5 0.5 0.5 0.5 
FICB 0.24 0.24 0.24 0.24 
FIC 0.74 0.74 0.74 0.74 

Interaction Additive Additive Additive Additive 

 Oil-micelle +SXT   

 Pb01 Pb03 Pb18 Pb83 

MICA Oil-micelle 125 125 125 125 

MICB SXT 2.32 2.32 2.32 2.32 
MICA Combined 125 125 125 125 
MICB Combined 0.07 0.07 0.07 0.07 
FICA 1 1 1 1 
FICB 0.03 0.03 0.03 0.03 
FIC 1.03 1.03 1.03 1.03 

Interaction Indifferent Indifferent Indifferent Indifferent 

 Oil-micelle + Itraconazole   

 Pb01 Pb03 Pb18 Pb83 

MICA Oil-micelle 125 125 125 125 
MICB Itraconazole 0.001 0.003 0.003 0.003 
MICA Combined 125 125 125 125 
MICB Combined 0.005 0.001 0.001 0.001 
FICA 1 1 1 1 
FICB 0.5 0.5 0.5 0.5 
FIC 1.05 1.05 1.05 1.05 

Interaction Indifferent Indifferent Indifferent Indifferent  
The inhibitory concentrations are shown in μg/mL. Fractional inhibitory concentration (FIC); 
MIC of compound A (MICA); MIC of compound B (MICB); MIC of compound A combined 

divided by the MIC of compound A alone (FICA); MIC of compound B combined divided by 

MIC of compound B alone (FICB). 
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Atividade antifúngica de óleos extraídos de Pterodon 

spp., Carapa spp. e látex de Himatanthus spp. em 
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Neste projeto, também foi avaliada a atividade antifúngica dos óleos extraídos 

de Pterodon spp. (sucupira), Carapa spp. (andiroba) e o látex de Himatanthus spp. 

(janaúba) em Paracoccidioides spp.. Em adição, foram realizados testes de segurança 

para verificar a citotoxicidade dos mesmos e o checkerboard do óleo sucupira com os 

antifúngicos utilizados no tratamento da Paracoccidioidomicose (PCM). 

 
 
1. Materiais e métodos  
 

 

1.1 Óleos e agentes antifúngicos 
 
 
 

Os óleos de andiroba e sucupira e o látex de janaúba foram extraídos de Carapa 

spp., Pterodon spp. e Himatanthus spp. respectivamente, coletadas em território 

brasileiro. Os agentes antifúngicos, anfotericina B (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), 

sulfametoxazol-trimetoprima (SXT, Prati Donaduzzi, Paraná, BRA) e itraconazol 

(Tokarski Com. & Ind. Ltda, Paraná, BRA) foram comprados. 

 
 
1.2 Micro-organismo e condições de cultivo  
 
 
 

P. Lutzii (Pb01) e P. brasiliensis (Pb03, Pb18 e Pb83) foram incubados em meio 

Fava-Netto líquido como descrito por Fava-Netto & Raphael (1961) (0.3% protease 

peptona, 1% peptona, 0.5% (w/v) extrato de carne, 0.5% (w/v) extrato de levedura, 1%  
 
Brain Heart Infusion, 4% glicose, 0.5% NaCl), pH 7.2 por 48 horas a 37 ºC sob 

agitação no shaker a 5.000 g. As células foram lavadas três vezes com tampão fosfato 

salino (0,09% Na2HPO4, 0,02% KH2PO4, 0,8% NaCl, 0,02% KCl), pH 7.2 e 

centrifugadas a 5.000 g. Em seguida, as células do fungo foram transferidas ao meio 

quimicamente definido Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI 1640, Sigma-

Aldrich) e mantido sob incubação por 16 horas, a 37 ºC, para adaptação das células 

fúngicas . 

 
 

1.3 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
 
 
 

A determinação de CIM para os quatro isolados (Pb01, Pb03, Pb18 e Pb83) foi 

realizada através da técnica de microdiluição, como preconizado pelo Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) e adaptado conforme de Paula et al. 
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(2013). Os óleos naturais foram dissolvidos em 0,1% de dimetilsulfóxido (DMSO, 

Sigma-Aldrich). Em cada poço da microplaca, as diluições em série dos óleos de 

andiroba e sucupira e o látex de janaúba, foram adicionados em conjunto com a 

suspensão fúngica na concentração final de 1x10
5
 células/mL. Para determinar o 

crescimento máximo de fungos (controle positivo) as células foram colocadas na 

presença apenas de meio RPMI. Para obtenção do valor máximo de inibição (controle 

negativo) foi adicionado o antifúngico itraconazol às células fúngicas. As placas foram 

mantidas à 37°C, sob agitação a 5.000 g, por 48 h. Após este período, foi adicionado 20 

µL da solução resazurina (um indicador redox) a 0,02% e incubado posteriormente por 

24 h. 
 

A CIM foi determinada visualmente observando-se a redução de resazurina (azul) 

até resorufina (rosa). A análise visual foi confirmada pela leitura da absorbância 

utilizando a leitora de microplaca (SpectraMax
®

 Paradigm
®

 Multi-Mode), utilizando a 

fórmula descrita por Rampersad (2011), AB = [(O2 × A1) –(O1 × A2)]/[(R1 × N2) – (R2 

× N1)] × 100 onde, AB= [(34,798 × absorbância teste 540nm) –(47,619 × absorbância 

teste 630 nm)]/[(104,395 × absorbância controle sem células a 630 nm) – (5,494 × 

absorbância controle sem células 540 nm)] × 100 Coeficiente oxidado 540 nm: 47,619; 

Coeficiente reduzido 540 nm: 104,395; Coeficiente reduzido 630 nm = 5,494; 

Coeficiente oxidado 630 nm = 34,798. 

 
 

1.4 Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) 
 
 
 

A CFM foi determinada para os quatro isolados de Paracoccidioides spp.. As 

células foram incubadas com os óleos de andiroba e sucupira e o látex de janaúba, 

diluídos em série e mantendo as mesmas concentrações e condições de cultivo 

utilizadas no teste de CIM. Uma subcultura foi realizada por transferência de 20 μL do 

material correspondente ao CIM, CIM2x, CIM4x para uma placa contendo Fava-Netto 

sólido. Como controle do crescimento fúngico, foi também plaqueada uma alíquota do 

controle positivo. As placas foram incubadas em estufa à 37 ºC por 7 dias, com 

subsequente observação visual. A CFM foi definida como a menor concentração na qual 

o crescimento fúngico não foi visualizado. 

 
 
1.5 Concentração citotóxica (CC) 
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As células BALB/c 3T3 clone A31 (ATCC
®

 CCL-163
™

) foram cultivadas por 

três dias em meio Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM; Sigma-Aldrich), suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (Nutricell, São Paulo, BRA) e gentamicina (50 µg/mL), 

na estufa úmida com 5% de CO2 à 37 °C. Um total de 1x10
5
 células/mL foi incubada 

com diferentes concentrações dos óleos andiroba e sucupira e látex de janaúba, diluídos 

de forma seriada, variando de 2000 µg/mL a 32 µg/mL, durante 48 h, 5% de CO2 à 37 

°C. Posteriormente, foram adicionados 20 µL de resazurina a 0,02% em cada micropoço 

e incubado por 24 h nas mesmas condições do ensaio. A CC foi determinada 

visualmente e confirmada pela leitura da absorbância como descrito por Rampersad 

(2011). 

 
 

1.6 Teste de hemólise 
 
 
 

O sangue humano foi coletado em tubos contendo heparina e lavado três vezes 

com tampão com fosfato salino, pH 7,4. Uma solução de eritrócitos de 2% foi preparada 

(v/v) e distribuído em microtubos. Posteriormente, foram adicionados diferentes 

concentrações de óleo de copaíba e sucupira e o látex de janaúba. O controle positivo de 

hemólise foi obtido usando 1% de triton-X100. Para o controle negativo de hemólise foi 

utilizado PBS. Os microtubos foram incubados durante 30 min à temperatura ambiente. 

Depois, as amostras foram centrifugadas a 5.000 g durante 10 min. O sobrenadante foi 

transferido para a microplaca e a absorbância foi quantificada por espectrofotometria a 

540 nm. Foram realizados dois experimentos independentes, e as amostras foram feitas 

em quintuplicado. A % de hemólise foi calculada a partir da fórmula: absorbância da 

amostra - controle negativo/controle absorvente positivo - controle negativo x 100. 

 
 
1.7 Interação entre o óleo essencial e o antifúngico 
 
 
 

O efeito combinado dos antifúngicos sintéticos (itraconazol, anfotericina B e 

SXT) com o óleo de sucupira foi realizado utilizando a técnica de diluição 

checkerboard (Johnson et al., 2004). Inicialmente, 50 µL de cada antifúngico em 

combinação com 50 µL do óleo de sucupira foi disposto de maneira ordenada: no 

sentido horizontal houve um decréscimo das concentrações dos antifúngicos sintéticos e 

na vertical um decréscimo das concentrações da sucupira. 100 µL de suspensão fúngica 

de Paracoccidioides spp. foram adicionados na concentração de 1x10
5
 células/mL. 
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Após 48 h de incubação à 37 ºC, sob agitação a 5.000 g, adicionou-se 20 µL da solução 

de resazurina (0,02%) e novamente incubou-se por 24 h. Os poços que mantiveram a 

coloração azul foram considerados ausentes do crescimento fúngico, e os poços que 

apresentaram a coloração rosa indicaram o crescimento fúngico. 
 

O tipo de interação foi determinado pela aplicação da Concentração inibitória 

fracionada (CIF) calculada através da fórmula: CIFs = CIFA + CIFB, onde CIFA é a 

CIM do composto A combinada dividida pelo CIM do composto A sozinho; FICB é 

CIM do composto B combinada dividida pela CIM do composto B sozinho. Os CIFs 
 
foram interpretados como a seguir: sinérgico indiferente CIF > 1 a ≤ 4, antagônico CIF > 
 
 
 
 

2. Resultado  
 
 
 

A atividade antifúngica in vitro dos óleos de andiroba, sucupira e o látex de 

janaúba foram avaliados em diferentes concentrações contra Paracoccidioides spp. após 

72 h de tratamento. Observou-se que o óleo de sucupira causou inibição em todos os 

isolados, apresentando CIM e CFM de 250 μg/mL. O óleo de andiroba e o látex de 

janaúba foram testados nos quatro isolados. Entretanto, não inibiram o crescimento 

fúngico nas concentrações de 32 µg/mL a 2000 µg/mL. 
 

Em células Balb/c 3T3, a CC do óleo de sucupira foi de 375 μg/mL. Para 

calcular o IS, a CIM foi dividida pela CC. O óleo de sucupira apresentou IS = 1,5 e para 

o óleo de andiroba e o látex de janaúba os valores de IS não foram encontrados. A taxa 

hemolítica para o óleo de sucupira foi de 0,22 % na concentração de CIM 250 μg/mL. 
 

A interação do óleo de sucupira (250 μg/mL) com anfotericina B, SXT e 

itraconazol foi avaliada utilizando o ensaio checkerboard. Não foi observado 

sinergismo para nenhuma das combinações, no entanto, não houve antagonismo (Tabela 

III). 

 
 
3. Discussão  
 
 
 

As aplicações fitoterápicas dos óleos de andiroba e sucupira e do látex de janaúba 

são inúmeras. Entretanto, sua atividade biológica em Paracoccidioides spp. ainda não 

havia sido investigada. 
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Aqui, o óleo de sucupira teve sua atividade biológica confirmada contra quatro 
 
isolados de Paracoccidioides spp.. Outros estudos, relataram que o óleo de Pterodon 
 
pubesces  testado  em  formulações  de  sabão,  conferiu  proteção  contra  o  helminto 
 
Schistosoma  mansoni.  Este  efeito  protetor  já  foi  descoberto  na  década  de  1980, 
 
sugerindo o uso tópico de sabão contendo em sua formulação o óleo de sucupira ou suas 
 
frações isoladas (Santos Filho et al., 1987). 
 

A atividade do óleo comercial de P. pubescens e seus componentes isolados 
 
foram investigados na busca de agentes terapêuticos para a doença de Chagas o óleo 
 
mostrou  ser  três  vezes  mais  ativo  do  que  suas  frações  contra  Trypanosoma  cruzi 
 
(Menna-Barreto et al., 2008). Roque (2015), utilizando esta mesma espécie, fracionou o 
 
óleo por cromatografia e realizou testes in vitro contra os isolados de Candida albicans, 
 
Candida krusei, Candida glabrata e Candida tropicalis. Os resultados mostraram que o 
 
composto isolado geranilgeraniol, inibiu o crescimento fúngico e causou alterações 
 
morfológicas comprovadas por microscopia eletrônica de transmissão. Um composto 
 
hexânico isolado da espécie P. polygalaeflorus, também demonstrou atividade contra o  

vetor A. aegypti com concentração larvicida (CL50)   de   23,99   μg/mLetal.,   (Pim 
 
2006). Assim, o óleo de sucupira, além de outras propriedades farmacológicas, também 
 
pode ser utilizado como anti-fúngico em Paracoccidioides spp.. 
 

A família Meliaceae foi testada em dois clones de P. falciparum, mostraram 
 
100% de inibição em uma cepa resistente à cloroquina, um fármaco usado no 

tratamento contra a malária, nas concentrações de 8,2 µg/mL e 3,1 µg/mL, 

respectivamente (Miranda Júnior et al., 2012). O óleo extraído de C. guianensis tem 

efeitos antialérgico e anti-inflamatório, pois atua inibindo vários tipos celulares, 

incluindo mastócitos, eosinófilos, linfócitos T e também atua na inibição de vias de 

sinalização como histamina, bradicinina e fator ativador de plaquetas, diminuindo 

consequentemente, a formação de edema (Henriques & Penido, 2014). O óleo de 

andiroba não teve ação sobre os quatro isolados de Paracoccidioides spp. estudados 

neste trabalho, sugerindo que este fungo não é suscetível a esses componentes. 
 

Himatanthus spp. possui compostos diclorometanos extraídos da casca e do 

caule, os quais possuem atividade in vitro contra P. falciparum, uma estirpe resistente à 

cloroquina (Vale et al., 2015). Em outro estudo, o extrato bruto e as frações de 
 
Himatanthus lancifolius inibiram a ação acetilcolinesterase (AChE), uma atividade realizada por 

fármacos usados no tratamento da doença de Alzheimer. O extrato de H. lancifolius (5.000 μg/mL) 

inibiu fração50%de acetatoda atividadeetilo 
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obtida do óleo inibiu de forma mais eficiente a atividade de AChE, seguido da fração de diclorometano. 

0,45 μM de uleína, umH. alcal lancifolius, inibiu 50% da atividade de AChE (Seidl et al., 2010). O óleo 

de 
 
Himatanthus spp., apesar de ter várias aplicações, não inibiu o crescimento dos isolados 

de Paracoccidoides spp.. 
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Paracoccidioides spp. representa fungos termodimórficos causadores da micose 

sistêmica denominada PCM. Esta é uma doença negligenciada, de caráter altamente 

incapacitante, acomete principalmente trabalhadores rurais do sexo masculino que 

vivem nas regiões endêmicas da América Latina e no Brasil corresponde a 80% dos 

casos de incidência. Novos registros em regiões brasileiras que ainda não eram 

conhecidas como endêmicas tem sido relatadas, situação que pode estar diretamente 

relacionada ao desmatamento de áreas que foram utilizadas na pecuária, agricultura e 

expansão urbana. 
 

A PCM tem se tornado um problema para a saúde pública, pois em idade de alta 

produtividade, os trabalhadores precisam se ausentar por um longo período de tempo 

para realizar o tratamento doença. No tratamento da PCM os antifúngicos utilizados são 

preferencialmente derivados dos azóis, polienos ou equinocandinas, que são 

administrados em altas concentrações por via oral ou cutânea por meses ou até anos. 

Estes fármacos produzem efeitos colaterais indesejados, tais como dor de cabeça, 

náuseas, diarreia, anemias, comprometimento das funções renais, necrose epidérmica, 

distúrbios metabólicos, dentre outros. Além disso, a retirada antecipada tem sido 

relacionado com altas taxas de recaídas do paciente (Hahn et al., 2003; Shikanai-

Yasuda, 2015). 
 

As limitações dos antifúngicos dá abertura a discussão da utilização de plantas 

como potenciais terapêuticos. Elas são grandes produtoras de metabólitos secundários 

que são utilizadas para sua sobrevida, e seus produtos podem ser isolados e utilizados 

para produzir formulações terapêuticas brutas ou purificadas. Os óleos naturais com 

princípio ativo promissor abrem a possibilidade de se obter formulações melhoradas, 

seguras e economicamente acessíveis. 
 

Os  óleos  naturais  de  C.  langsdorffii,  Carapa  spp.,  Pterodon  spp.,  látex  de 
 
Himatanthus spp.-cariofileno,β são conhecidos por suas propriedades fitoterápicas 

contra diversos patógenos, porém ainda não haviam descritas em Paracoccidioides spp.. 

Desta forma, neste o óleo natural de C. langsdorffii foi testado e revelou ser fungistático 

mostrando CIM (62,5μg/mL)eCFM5 μg/similaresL). O óleo-micela, não potencializou o 

efeito do óleo copaíba, apresentando CIM (125 μg/mL) e CFM (125 
 
μg/mL) similares para todos os isolados, apesar de ter aumentado a solubilidade em 

água. O β-cariofileno, componente majoritário do óleo copaíba, não inibiu o 

crescimento de Paracoccidioides spp. até a concentração de 2000 μg/mL e CFM não foi 

encontrado, sugerindo que este componente não é ativo nestes isolados ou a combinação 
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de todos os componentes que garante seu efeito inibitório. A citotoxicidade do óleo 

copaíba e óleo-micela foram avaliadas em células Balb/c 3T3, resultando no IS 

similares (IS=4) e para β-cariofileno, o IS não foi encontrado. O teste hemolítico 

demonstrou que o óleo copaíba e óleo-micela tiveram atividade dose-dependente nas 

concentrações testadas e são seguros nas concentrações de inibição dos quatro isolados 

de Paracoccidioides spp. porém, não devem ser utilizados de forma indiscriminada. 
 

Em busca da sinergia, os fármacos utilizados no tratamento da PCM foram 

usados em combinação com o óleo copaíba a fim de diminuir a concentração de 

inibição no fungo e consequentemente seus efeitos colaterais. O antifúngico anfotericina 

B resultou na interação aditiva com o óleo copaíba, com decréscimo do CIM de 0,75 
 
μg/mL para 0,18 μg/mL e o óleo copaíba de 62,5 μg/mL para 31,25 μg/mL em todos os 

isolados. O óleo-micela teve ação aditiva apenas com anfotericina B, semelhante ao 

óleo copaíba, o CIM da anfotericina B sofreu redução de 0.75 μg/mL para 0.18 μg/mL e 

o óleo-micela de 125 μg/mL para 62.5 μg/mL para todos os isolados. Assim, o óleo 

copaíba combinado com anfotericina B pode ser utilizado para auxiliar no tratamento da 

doença. 
 

O óleo andiroba e o látex de janaúba não tiveram ação sobre os quatro isolados 

de Paracoccidioides spp. até a concentração 2000 μg/mL e sua citotoxicidade em 

células Balb/c 3T3 não foi encontrada. O óleo sucupira causou inibição em todos os 
 
isolados, apresentando CIM e CFM de 250 μg/mL e em célula óleo de sucupira foi de e 

375baixaatividadeμg/mLhemolíticaapresent. 
 
Os antifúngicos não tiveram efeito sinérgico com o óleo sucupira, no entanto atividade 

antagônica não foi demonstrada. 
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4. Conclusões  
 
 
 

Os óleos de copaíba e sucupira inibiram o crescimento de Paracoccidioides spp., enquanto 

que os óleos de andiroba, o látex de -janaúbacariofilenonãotiveram o β atividade neste 

gênero de fungo até as concentrações testadas. 
 

Não foi observada citotoxicidade ou efeito hemolítico significativos na 

concentração do MIC referente aos óleos de copaíba, sucupira e óleo-micela. 
 

O óleo de sucupira não teve ação aditiva com os antifúngicos utilizados no 

tratamento da PCM. 
 

O óleo de copaíba e o óleo-micela tiveram ação aditiva quando combinados com a 

anfotericina B, reduziram o MIC desse antifúngico, sugerindo que o óleo de 

copaíba pode ser um bom candidato a auxiliar no tratamento da PCM. 
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5. Perspectivas  
 

 

Isolar  e  identificar  os  componentes  do  óleo  de  copaíba  e  testar  contra 
 

Paracoccidioides spp.. 
 

Produzir o óleo de sucupira imobilizado em micela Pluronic
®

 F-127. 
 

Encapsular  anfotericina  e  óleo  copaíba  em  micela e  testar  in  vitro  contra 
 

Paracoccidioides spp.. 
 

Testar óleo copaíba in vivo em camundongos infectados com Paracoccidioides 

spp.. 
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Tabela I. Atividade biológica do óleo de andiroba, látex de janaúba e sucupira 
 

Amostras Isolados CIM µg/mL CFM CC µg/mL IS 

Óleo Pb01 >2000 >2000 >2000 Não enc. 

andiroba Pb03 >2000 >2000 >2000 Não enc. 

 Pb18 >2000 >2000 >2000 Não enc. 

 Pb83 >2000 >2000 >2000 Não enc. 

Látex de Pb01 >2000 >2000 >2000 Não enc. 

Janaúba Pb03 >2000 >2000 >2000 Não enc. 

 Pb18 >2000 >2000 >2000 Não enc. 

 Pb83 >2000 >2000 >2000 Não enc. 

Óleo Pb01 250 250 375 1,5 

sucupira Pb03 250 250  1,5 

 Pb18 250 250  1,5 

 Pb83 250 250  1,5  
Concentração mínima inibitória (CIM) do crescimento fúngico; Concentração fungicida mínima 
(CFM); Concentração citotóxica (CC) do crescimento das células Balb/c 3T3; Índice de 

seletividade (IS); Não encontrado (Não enc.). 

 

Tabela II. Percentual da atividade hemolítica do óleo sucupira 

 

Atividade hemolítica (%) 

Óleo 2000 1000 500 250 125 62,5 

 µg/mL µg/mL µg/mL µg/mL µg/mL µg/mL 

Sucupira 0,54 0,43 0,12 0,23 0,03 0,05  
Resultados obtidos da média de triplicados experimentais independentes. 

 
Tabela III. Interação in vitro de sucupira com anfotericina B, sulfametoxazol + 
trimetoprima (SXT) e itraconazol em Paracoccidioides spp. 

 

Sucupira + Anfotericina B 

 Pb01 Pb 03 Pb18 Pb83 

CIMA Sucupira 250 250 250 250 

CIMB Anfotericina B 0,75 0,75 0,75 0,75 
CIMA Combinado 125 125 125 125 
CIMB Combinado 0,37 0,37 0,37 0,37 
CIFA 0,5 0,5 0,5 0,5 
CIFB 0,5 0,5 0,5 0,5 
CIF 1 1 1 1 

Interação Indiferente Indiferente Indiferente Indiferente  
Sucupira + SXT 

  Pb01 Pb03 Pb18 Pb83 

 CIMA Sucupira 250 250 250 250 

 CIMB SXT 2,32 2,32 2,32 2,32 
 CIMA Combinado 250 250 250 250 
 CIMB Combinado 1,16 1,16 1,16 1,16 
 CIFA 1 1 1 1 
 CIFB 0,5 0,5 0,5 0,5 
 CIF 1,5 1,5 1,5 1,5 

 Interação Indiferente Indiferente Indiferente Indiferente 
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Sucupira + Itraconazole 

 Pb01 Pb03 Pb18 Pb83 

CIMA Sucupira 250 250 250 250 

CIMB Itraconazol 0,003 0,003 0,003 0,003 
CIMA Combinado 125 250 250 250 
CIMB Combinado 0,003 0,003 0,003 0,003 
CIFA 0,5 1 1 1 
CIFB 1 1 1 1 
CIF 1,5 2 2 2 

Interação Indiferente Indiferente Indiferente Indiferente  
A concentração inibitória é mostrada em μg/mL. do composto A (CIMA); CIM do composto B (CIMB); CIM do 
composto A combinado dividido  
pelo CIM do composto A sozinho (CIFA); CIM do composto B combinado dividido pelo CIM do 

composto B sozinho (CIFB). 
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