

  

    [image: Controle Alternativo de Fungos Filamentosos de Importâncias Agrícola e Farmacológica]

  




  

    [image: Controle Alternativo de Fungos Filamentosos de Importâncias Agrícola e Farmacológica]

  




  

    [image: Controle Alternativo de Fungos Filamentosos de Importâncias Agrícola e Farmacológica]

  




  

    [image: Controle Alternativo de Fungos Filamentosos de Importâncias Agrícola e Farmacológica]

  




  

    [image: Controle Alternativo de Fungos Filamentosos de Importâncias Agrícola e Farmacológica]

  




  

    

      [image: Uma imagem contendo Gráfico



Descrição gerada automaticamente]

    




    Foto: Árvore de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. (Cumaru) - Resex-Cajari. Fonte: Jurema do Socorro Azevedo Dias.
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    PREFÁCIO




    Esta obra é resultado de pesquisas realizadas por meio do Curso de Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia – Rede Bionorte, desenvolvido no Laboratório de Fármacos, sob a coordenação do professor Dr. José Carlos Tavares Carvalho, da Universidade Federal do Amapá – UNIFAP.




    Certamente que não temos a intenção de oferecermos todas as informações necessárias às soluções de enfermidades causadas por fungos filamentosos, seja na área agrícola ou farmacológica. Mas, contribuirmos para o desenvolvimento de trabalhos, visando o controle alternativo destes patógenos, através da aplicação de óleos extraídos de vegetais em comparação aos fungicidas ou antifúngicos sintéticos.




    É uma obra que deverá ter continuidade através da adaptação de métodos de extração dos óleos, assim como dos ensaios biológicos, a depender da relação patógeno-hospedeiro.




    Esperamos assim, contribuir com o avanço do conhecimento dos mais diversos profissionais, sejam da área agrícola, alimentícia, farmacológica, subsidiando-os em suas aplicações desde o campo, laboratório até a indústria.




    A Autora


  




  

    1. INTRODUÇÃO 




    As interações entre as plantas e os fungos patogênicos são de extremo interesse para a humanidade, uma vez que grande parte da economia mundial tem por base a utilização de espécies vegetais, as quais podem sofrer sérios danos em virtude do ataque de patógenos. A devastação de uma espécie cultivada devido à ação de fungos, pode ter como última consequência não somente a fome das pessoas que dependem diretamente do cultivo desta espécie, como também envolver a mudança de costumes de toda uma nação. Cerca de dois terços das espécies conhecidas de fungos estabelecem íntimas relações com outros organismos vivos, em relações parasíticas, comensalísticas ou mutualistas. Os fungos exercem uma grande influência na evolução de seus hospedeiros, adaptando-se por vezes às mudanças do genótipo hospedeiro para aumentar as situações de íntima coevolução (PYROZINSKI; HAWKSWORTH, 1988).




    Os fungos patogênicos incluem um grande e heterogêneo grupo de organismos que ocupam posições de grande relevância tanto na agricultura como nas populações naturais. Eles demonstram uma enorme diversidade no modo pelo qual interagem com seus hospedeiros, sendo que enquanto alguns podem viver por longos períodos em tecidos mortos ou saprofiticamente no solo, outros dependem completamente das células vivas (BURDON; SILK, 1997).




    A castanha-da-Amazônia (Bertholletia excelsa) pertencente à família Lecythidaceae, possui participação significativa na geração de divisas para a região amazônica, de forma acentuada na área de alimentos (amêndoas), através de sua exportação para os mercados internos e externos. Sua produção extrativista é considerada orgânica, uma vez que não são utilizados insumos químicos para o seu manejo (FREITAS-SILVA; VENÂNCIO, 2011).




    Espécies de Aspergillus, reconhecidas como oportunistas, oriundas de solos, contaminam sementes em sua pré e pós colheita, ocasionando sua deteriorização e apodrecimento, trazendo como consequências prejuízos ao setor agrícola e florestal. O consumo de alimentos contaminados tem sido negligenciado, havendo a necessidade de maiores estudos, principalmente sobre os fungos contaminantes de sementes. Estes fungos também são conhecidos como produtores de micotoxinas, metabólitos secundários cancerígenos, prejudiciais à saúde humana e animal.




    Espécies de Aspergillus foram identificadas em materiais de castanha-da-Amazônia, provenientes de cooperativas dos estados da região amazônica como, Amazonas, Acre e Amapá. Quando se considerou o total de cada espécie, proveniente das três áreas analisadas, verificou-se que a espécie aflatoxigênica Aspergillus nomiae, foi prevalescente no Estado do Amapá (MIDORIKAWA et al., 2014).




    Atualmente, em todos os lugares do mundo onde se pratica uma agricultura econômica, a intervenção para o controle de doenças de plantas é largamente realizada através de pesticidas (KIMATI et al, 1997), o qual em curto prazo, apresenta um efeito positivo para o produtor. Porém, a longo prazo, promove consequências irreversíveis à saúde da população e ao meio ambiente, em função de seus resíduos.




    Um dos enfoques da agricultura alternativa é o controle alternativo de doenças de plantas, o qual inclui o controle biológico e a indução de resistência em plantas, não sendo incluídos nesse contexto, o controle químico e o melhoramento genético (BETTIOL, 1991).




    Cook e Baker (1983) definem controle biológico, como a ação direta de microrganismos antagônicos, atuando através da antibiose, parasitismo, competição, predação ou hipovirulência, no controle de outros microrganismos.




    Agentes bióticos ou abióticos como, papila, lignificação e tilose ou bioquímicos como o acúmulo de fitoalexinas e de proteínas relacionadas à patogênese, a exemplo da Beta-1,3 glucanase e quitinase, atuam como degradadoras da parede celular dos fungos e têm sido utilizadas pela indústria de defensivos (ZADOCKS, 1997).




    A diversidade biológica dos biomas brasileiros, gera novos conhecimentos e inovação tecnológica, por ser uma fantástica alternativa como matéria-prima in natura para a descoberta de novos fungicidas, a exemplo de óleos constituídos por vários compostos químicos, como alcaloides, terpenos, lignanas, flavonoides e cumarinas, utilizados no controle de patógenos. Porém, muitas referências têm sido citadas quanto ao uso de óleos essenciais e extratos vegetais, em testes anti-fúngicos na literatura. Embora, pouco conhecimento se tenha à respeito da aplicação de óleos fixos oriundos de vegetais, havendo a necessidade de maiores estudos, quanto à sua composição química, toxicidade e utilização como forma de controle de fungos fitopatogênicos.




    Neste sentido, abordagens de estudos toxicológicos com zebrafish são variadas, podendo ser do tipo comportamental, histopatológica entre outras, utilizando não apenas agentes farmacológicos, como também agentes ambientais (BAMBINO; CHU, 2017). Este modelo tem como vantagens a redução de custos, quanto à sua aquisição e manejo, motivo pelo qual seu uso tem sido sugerido em testes pré-clínicos e estará sendo utilizado neste estudo.




    Assim, este estudo objetiva: 1. Identificar as espécies fúngicas contaminantes da castanha-da-Amazônia, coletadas em áreas de castanhais localizados na RESEX Cajari, através da morfologia e análise molecular; 2. Identificar os componentes químicos dos óleos em estudo; 3. Testar a fungitoxicidade in vitro dos óleos de Copaifera reticulata, Carapa guianensis e Dipteryx odorata no controle de Aspergillus nomiae e Aspergillus fumigatus; 4. Testar a fungitoxicidade da nanoemulsão do óleo resina de Copaifera reticulata e o óleo resina sobre as espécies fúngicas Aspergillus nomiae e A. fumigatus; 5. Testar a toxicidade aguda do óleo de Dipteryx odorata no modelo Zebrafish, visando oferecer subsídios ao controle alternativo de fungos filamentosos nas áreas de fármaco, agrícola e alimentos. O presente estudo encontra-se estruturado na forma de artigos, de acordo com as normas do Programa de Pós-graduação em Rede Bionorte. Os capítulos que o compõe, são:




    Capítulo 1. Potencial anti-fúngico do óleo fixo de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd., Fabaceae, sobre Aspergillus nomiae Kurtzman, Horn & Hesseltine e Aspergillus fumigatus Fresenius isolados de Bertholletia excelsa Humbl. & Bompland e toxicidade aguda do óleo em Danio rerio.




    Capítulo 2. Potencial anti-fúngico do óleo resina e nanoemulsão de Copaifera reticulata em Aspergillus nomiae Kurtzman, Horn & Hesseltine e Aspergillus fumigatus Fresenius isolados de Bertholletia excelsa Humbl. & Bonpland.




    Capítulo 3. Potencial anti-fúngico do óleo fixo de Carapa guianensis Aubl. sobre Aspergillus nomiae Kurtzman, Horn & Hesseltine e Aspergillus fumigatus Fresenius isolados de Bertholletia excelsa Humbl. & Bonpland.




    Capítulo 4. Copaifera reticulata e Carapa guianensis Aubl.: fitoterápicos anti-inflamatórios para uso tópico.




    2. REFERENCIAL TEÓRICO




    2.1. A castanha-da-Amazônia (Bertholletia excelsa Humbl. & Bonpland)




    A castanha-da-Amazônia é uma espécie arbórea pertencente à classe Magnoliopsida, subclasse Dilleneida, ordem Lecythidales, família Lecythidaceae e única representante em seu gênero (MORI; PRANCE, 1987). Sua amêndoa é constituída principalmente por ácidos graxos insaturados e proteínas de alto valor biológico. É rica em todos os aminoácidos essenciais, principalmente a metionina e a cisteína. Também, é uma importante fonte de fibras, vitaminas e minerais, entre eles a tiamina, niacina, vitamina E, vitamina B6, selênio (Se), magnésio (Mg), fósforo (P), cálcio (Ca), ferro (Fe), potássio (K), zinco (Zn) e cobre (Cu), favorecendo assim, uma única diversidade de espécies fúngicas, diferente daquelas encontradas em áreas cultivadas (PACHECO; SCUSSEL, 2006)




    2.2. Aspectos fitossanitários na produção extrativista da Castanha-da-Amazônia




    Estudos sobre a presença de fungos e aflatoxinas em castanha-da-Amazônia foram desenvolvidos por Arrus et al. (2005); Baquião et al. (2012, 2013), Calderari et al. (2013), Gonçalves et al. (2012), Iamanaka et al. (2014) e Massi et al. (2014). Todos esses estudos, têm mostrado elevada ocorrência de fungos do gênero Aspergillus seção Flavi, em amostras de castanha-da-Amazônia. Entretanto, poucos estudos têm sido desenvolvidos, permitindo uma rastreabilidade da micobiota presente em castanha-da-Amazônia, da floresta até o consumidor, considerando-se os diferentes ambientes, nos quais é armazenada ou comercializada.




    Neste sentido, Taniwaki et al. (2017) avaliaram a micobiota da castanha-da-Amazônia, desde a floresta amazônica (Estados do Pará e Amazonas) até o consumidor (Estado de São Paulo), usando métodos tradicionais, técnicas moleculares e a produção de extrólitos produzidos pelos isolados, como ferramentas para a identificação das espécies. Além disso, a produção de micotoxinas e de outros metabólitos produzidos, também foram analisados na identificação de espécies de Aspergillus seção Flavi e Aspergillus seção Nigri.




    2.3. Espécies fúngicas e a produção de micotoxinas associadas à castanha-da-Amazônia




    Freire et al. (2000) com base na análise de amostras de castanha-da-Amazônia, identificaram espécies de fungos filamentosos, sendo as mais comuns Aspergillus flavus, Penicillium glabrum, Cunninghamella elegans, Penicillium citrinum, Rhizopus oryzae, A. niger e Fusarium oxysporum. Bayman et al. (2002) relataram que Rhizopus foi a espécie fúngica mais prevalecente, seguida de Aspergillus flavus, Penicillium spp., Aspergillus tamarii, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans e A. fumigatus, em amostras de castanha-da-Amazônia, adquirida na Califórnia. Outros autores identificaram as espécies Aspergillus flavus, A. nomiae, A. pseudonomius, A. niger, A. tamarii, Penicillium glabrum, P. citrinum, Penicillium spp., Rhizopus spp., Fusarium oxysporum, Fusarium spp., Phialemonium spp., Phaeoacremonium spp (CALDERARI et al., 2013; GONÇALVES et al., 2012; OLSEN et al., 2008; REIS et al., 2012) e Aspergillus bertholletius, uma nova espécie também descrita, pertencente a Aspergillus seção Flavi (TANIWAKI et al., 2012).




    Espécies de Aspergillus foram identificadas em materiais de castanha-da-Amazônia, provenientes de cooperativas dos Estados da região amazônica, Amazonas, Acre e Amapá, no período de 2009 a 2012. O estudo teve como objetivo identificar espécies de Aspergillus que ocorrem nos três Estados, com base na morfologia, biologia molecular e na produção de extrólitos, seguido do desenvolvimento do método de PCR, para a identificação de espécies membros do gênero Aspergillus. Quando se considerou o total de cada espécie, proveniente das três áreas analisadas, verificou-se que as espécies aflatoxigênicas Aspergillus nomiae (Amapá e Amazonas) e Aspergillus flavus (Amazonas e Acre), foram as mais abundantes, representando 43,1% e 42,3% de todos os Aspergillus isolados, respectivamente. Dentre estas, A. nomiae, foi a espécie de maior incidência em castanhas provenientes do Estado do Amapá. Quanto à análise qualitativa do potencial micotoxigênico, entre os três Estados, de 11 linhagens avaliadas de Aspergillus flavus, 6 produziram, AFB1, AFB2 e ácido ciclopiazônico (CPA) e 5 linhagens, produziram AFB1 e CPA. De 7 linhagens de Aspergillus nomiae, 5 produziram AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2; 1 produziu B1 e G1 e 1 produziu, B1, G1 e G2. CPA, não foi detectado em A. nomiae (MIDORIKAWA et al., 2014).




    Taniwaki et al. (2017) analisaram um total de 177 amostras de castanha-da-Amazônia (114 com casca e 58 descascadas) provenientes de regiões da floresta amazônica (Estados do Pará e Amazonas) e do Estado de São Paulo, coletadas, nos diferentes estágios da cadeia produtiva da castanha-da-Amazônia: floresta, mercados, plantas processadas e supermercados. A micobiota das amostras da castanha-da-Amazônia, foi avaliada e também comparada em relação à atividade de água. Uma diversidade de espécies de Aspergillus e Penicillium foram encontradas, assim como Eurotium spp., Zygomycetes e fungos dematiaceos. Uma abordagem polifásica, usando características morfológicas e fisiológicas, bem como molecular e produção de extrólitos, foi utilizada para distinguir as espécies de Aspergillus, pertencentes às mais importantes seções, Flavi e Nigri. Para a análise dos extrólitos foi utilizado o HPLC com diodo (FRISVAD; THRANE, 1987).




    2.4. Filogenia, identificação e nomenclatura do gênero Aspergillus




    A taxonomia do gênero Aspergillus é complexa, com características morfológicas e propriedades bioquímicas sobrepostas entre as espécies, bem como o polimorfismo intraespecífico (RODRIGUES et al., 2009; SAMSON; VARGA, 2009).




    O gênero Aspergillus pertencente à seção Flavi compreende mais de 20 espécies membro, sendo um grande número aflatoxigênicas, incluindo A. flavus, A. parasiticus, A. nomiae, A. arachidicola, A. bombycis, A. minisclerotigenes, A. parvisclerotigenus, A. pseudocaelatus, A. pseudonomius e A. pseudotamarii; A. novoparasiticus A. mottae, A. sergii e A. transmontanensis (GONÇALVES et al., 2012; SOARES et al., 2012; TANIWAKI et al., 2012)




    Dados de caracteres morfológicos podem ser insuficientes para distinguir certas espécies pertencentes à seção Flavi. Numerosos estudos têm sido desenvolvidos tomando-se como base a técnica molecular, incluindo análises de rDNA e ITS regiões intergênicas, aflR e aflaJ, para a diferenciação de A. flavus e A. parasiticus (RODRIGUES et al., 2007; EL KHOURY et al., 2011), bem como análises de AFLP e SNP para a diferenciação de A. flavus de A. oryzae, A. parasiticus de A. sojae, A. tamarii e A. nomiae (MONTIEL et al., 2003; LEE; LIOU; YUAN, 2006).




    Sequência de bases incluindo análises de rDNA ITS e regiões variáveis de 28S rRNA juntamente com regiões gênicas de calmodulina e β-tubulina podem ser apropriadas para a resolução de espécies de Aspergillus estreitamente relacionadas (PILDAIN et al., 2008).




    A identificação molecular de nove espécies da secção Flavi foi descrita, com base na amplificação dos genes aflT e aflR e das regiões ITS do rDNA, DNA genômico, RFLP e RAPD fingerprinting (GODET; MUNAUT, 2010). A detecção específica da espécie da seção Flavi em material contaminado foi descrita utilizando-se PCR (SHAPIRA et al. 1996) e amplificação isotérmica mediada por loop (LUO et al., 2014).




    De acordo com Samson et al. (2014), o gênero Aspergillus compreende um diverso grupo de espécies, baseado em caracteres morfológicos, fisiológicos e filogenéticos, os quais impactam significativamente na biotecnologia, produção de alimentos, ambientes fechados e na saúde humana. Espécies de Aspergillus eram tradicionalmente associadas a nove gêneros teleomorfos, mas dados filogenéticos sugerem que junto com os gêneros Polypaecilum, Phialosimplex, Dichotomomyces e Cristaspora, este gênero forme um clade estreitamente relacionado à espécie Penicillium. Assim, mudanças no Código Internacional de Nomenclatura para algas, fungos e plantas resultaram no deslocamento para um nome por espécie. Desta forma, esses autores forneceram uma lista atualizada de espécies aceitas para o gênero, contendo agora 339 espécies. Informações acerca dos números dos tipos, das coleções de culturas vivas e os números de acessos ao GenBank, para avaliar sequências representativas de ITS, também foram adicionadas a esta lista. Assim, as regiões de ITS (ITS1-5.8S-ITS2), passaram a ser utilizadas como o Código de barras de DNA oficial para fungos (SCHOCH et al., 2012) e Calmodulina, como um marcador secundário para a identificação de espécies de Aspergillus.




    2.5. Aspergillus flavus




    Aspergillus flavus é um fungo filamentoso imperfeito, conhecido como um patógeno oportunista causador da aspergilose invasiva e não invasiva em humanos, animais e insetos. Ele pode causar reações alérgicas em humanos e infectar cultivos agrícolas e grãos estocados e ainda produzir o metabólito carcinogênico, mais tóxico e mais potente, as aflatoxinas, dentre outras micotoxinas. Avanços no genoma de A. flavus podem levar à melhoria da saúde humana, da segurança alimentar e da economia agrícola. A disponibilidade de dados genômicos deste fungo, marca uma nova era na pesquisa da biologia fúngica, micologia médica, ecologia agrícola, patogenicidade, biossíntese de micotoxinas e evolução, permitindo avançar no desenvolvimento de medicamentos terapêuticos e fornecer pistas vitais para a engenharia de culturas comerciais, resistentes à infecção por fungos através da incorporação de genes antifúngicos, que possam prevenir a contaminação da colheita agrícola por aflatoxinas (YU et al., 2005).




    2.6. Aspergillus nomiae




    De acordo com Moore et al. (2015) Aspergillus nomiae, assim como A. flavus, é outro patógeno oportunista e um dos três mais importantes produtores de aflatoxinas da seção Flavi. Este fungo tem sido relatado por contaminar produtos agrícolas, embora tenha sido relatado também em áreas não agricultáveis. Entretanto, a variedade de seus hospedeiros ainda é pouco conhecida. Tem um perfil similar às micotoxinas produzidas por A. parasiticus, sendo capaz de secretar as aflatoxinas B e G. Este autor descobriu também, que a linhagem-tipo A. nomiae (NRRL 13137) tem o tamanho do genoma de aproximadamente 36Mb, comparável a outras espécies de Aspergillus, que tiveram seus genomas sequenciados. Seu genoma de A. nomiae, engloba 11.918 genes preditos, dos quais 72% foram designados com termos tipo GO usando BLAST2GO. Mais de 1.200 desses genes preditos, foram identificados como únicos para A. nomiae e a categoria GO mais significativamente enriquecida entre estes genes, foi a atividade da oxoreucatase. A inferência filogenômica mostra NRRL 13137 como ancestral às outras espécies aflatoxigênicas examinadas na seção Flavi. Esta estirpe contém um único idiomorfismo de tipo acoplamento designado como MAT1-1. Assim, este estudo promoveu uma análise preliminar do genoma de A. nomiae. Dado o potencial recentemente descoberto para que A. nomiae se submeta à recombinação sexual e com base nestes achados, esta sequência do genoma forneça um ponto de referência evolutivo adicional para o estudo da genética e biologia da produção de aflatoxinas.




    De acordo com Kurtzman, Horn e Hesseltine (1987), a diferença entre A. nomiae e A. flavus foi baseada na presença de estruturas macroscópicas, as quais permitiram confirmar que A. nomiae, representava uma nova espécie aflatoxigênica fenotipicamente semelhante a A. flavus, com a formação de esclerócios indeterminados, em uma menor temperatura de crescimento.




    2.7. Aspergillus fumigatus




    Aspergillus fumigatus pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Eurotiomycetes, Ordem Eurotiales, Família Trichocomaceae, Gênero Aspergillus. Sinônimos: Neosartorya fumigata (O’GORMAN, FULLER e DYER, 2008).




    O fungo A. fumigatus é o principal agente etiológico da aspergilose invasiva, podendo causar outras doenças como aspergilose broncopulmonar alérgica e aspergilose pulmonar crônica. É o mais importante fungo filamentoso patogênico para seres humanos, e uma das principais causas de morte por infecção em pacientes com a defesa imunológica deprimida. Seu tratamento é feito com terapia antifúngica associada à terapia imunomodulatória (LAMOTH, 2016). No entanto, recentemente têm surgido linhagens resistentes a agentes antifúngicos, como os do tipo azole (MEIS et al., 2016).




    No meio ambiente, A. fumigatus é um fungo saprófita assim como as demais espécies do gênero Aspergillus. Graças à sua capacidade de sobrevivência a uma ampla faixa de temperatura (entre 25 °C a mais de 37 °C), essa espécie é encontrada praticamente em todo o mundo em diversos ambientes, como no ar, solo e vegetação em decomposição. Embora possa causar doenças no ser humano, A. fumigatus não habita o trato respiratório humano tipicamente (VEERDONK, VAN DE et al., 2017). Em seu ciclo de vida, apresenta estruturas nas formas de conídio, ascósporo e micélio. Porém, em situações adversas ele produz esporos assexuais, os conídios, dentro de conidióforos, sendo facilmente dispersos no ar e inalados por seres humanos. Em indivíduos comprometidos, os esporos permanecem nos pulmões, gerando uma infecção invasiva ao germinarem. Após a germinação, surgem as hifas que darão origem aos micélios, formando então uma colônia. Esta colônia se caracteriza por apresentar micélios septados, formados por células multinucleares, embebidas em uma matriz extracelular, formando um biofilme, ocasionando o aspergiloma.




    É importante frisar que, segundo Lamoth (2016), existe um complexo de espécies críticas de Aspergillus, que podem ser confundidas com A. fumigatus, dificultando um diagnóstico mais preciso.




    Embora, a partir de 2009, tenha sido observado o cruzamento entre duas linhagens de A. fumigatus diferentes, gerando cleistotécios (corpos de frutificação completamente fechados) contendo numerosos ascósporos internos, comprovando-se a existência da fase sexuada deste fungo. Esse cruzamento ocorre em situações muito específicas e não fisiológicas e embora não tenha sido observado diretamente na natureza, hipotetiza-se que ocorra em situações ambientais desfavoráveis, aumentando a sua variabilidade e consequentemente as chances de sua sobrevivência. (VEERDONK, VAN DE et al., 2017).




    2.8. Micotoxinas




    O termo micotoxinas é originado da palavra grega “mykes”, que significa fungo; e do latim “toxicum”, que significa veneno ou toxina (BULLERMAN, 1979; GOLDBLATT, 1972). A produção de micotoxinas depende de uma série de fatores, incluindo a suscetibilidade do substrato à colonização do fungo produtor; fatores físicos como temperatura do ambiente, umidade do substrato, umidade relativa do ar durante o armazenamento, aeração, danos mecânicos e tempo de armazenamento; fatores biológicos como a capacidade genética do fungo em produzir micotoxinas, quantidade de esporos viáveis, interação de diferentes fungos existentes no mesmo substrato, interação de micotoxinas e presença de insetos (CIEGLER, 1978).




    As micotoxinas são produzidas no final da fase exponencial, dependendo do acúmulo de precursores originados do metabolismo primário, como acetatos, piruvatos e aminoácidos (STEYN, 1977).




    2.8.1. Estratégias de controle de micotoxinas




    As micotoxinas estão em destaque tanto no mercado interno como no externo. Alimentos contaminados são considerados um risco à saúde humana e animal e por isso vários métodos, não somente para evitar a contaminação, como também para destoxificar os alimentos estão em andamento. Algumas estão em estudo ou apresentam certa eficiência para determinadas 11 toxinas e para outras não, ou ainda têm efeitos indesejáveis para alguns tipos de alimentos.




    2.9. Aflatoxinas




    Aflatoxinas são as micotoxinas mais amplamente estudadas, por serem compostos de alto risco à saúde humana e animal. Em 1960, na Inglaterra, foram relatadas as primeiras pesquisas em relação a esta micotoxina, devido ao caso “Turkey X Disease” onde perus e patos morreram intoxicados após serem alimentados com amendoim, ingrediente base da ração destes animais, provenientes do Brasil e África, (HUSSEIN; BRASEL, 2001). No ano seguinte, cepas de A. flavus foram isoladas destas amostras e a toxina elucidada por técnicas cromatográficas (KELLER et al., 2005). Atualmente, são conhecidos 18 compostos similares designados pelo termo aflatoxina, porém as mais importantes são AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 (MIDORIKAWA et al., 2014).




    Quimicamente, são moléculas de dihidrofuranos unidas a anéis cumarínicos, sendo distinguidos por suas propriedades fluorescentes: AFB1 e AFB2 apresentam fluorescência azul violeta, enquanto as AFG1 e AFG2 apresentam fluorescência azul esverdeada. São compostos de natureza cristalina, instáveis à luz, muito estáveis a alta temperatura (termoestáveis) e solúveis em solventes polares como clorofórmio e metanol. Apesar das aflatoxinas serem semelhantes, a AFB1 apresenta o maior grau de toxicidade, sendo o mais potente carcinógeno natural conhecido e produzido em maior quantidade pelas cepas toxigênicas (FRISVAD et al., 2005; KLISCH, 2007), seguida por AFG1, AFB2 e AFG2 (LEESON et al., 1995).




    O fígado é o principal órgão atingido após uma ingestão aguda de aflatoxinas, contudo, as mesmas são encontradas em outros tecidos e produtos animais, sendo o exemplo mais efetivo deste tipo de contaminação as aflatoxinas M1 e M2, que são metabólitos hidroxilados das aflatoxinas B1 e B2, presentes no leite e em produtos derivados obtidos de animais que ingeriram ração contaminada com estas micotoxinas (ROSMANINHO et al., 2001). As Aflatoxinas foram classificadas na classe 1, dos carcinógenos humanos, pela International Agency for Research on Câncer (IARC, 1993). Embora, seja importante saber que, a AFB1 é um pró-carcinógeno, que requer ativação para exercer suas ações citotóxicas e genotóxicas (HSIEH; ATINKINSON, 2001).




    Assim, ligações covalentes das aflatoxinas resultam no decréscimo da síntese do DNA e RNA, no fígado. Porém, a inibição da síntese de proteína não é tão rápida ou extensa como as dos ácidos nucléicos, ocorrendo uma desagregação polissomal paralelamente, sendo o que parece representar o mecanismo de ação ou o modo de inibição da síntese proteíca (ROEBUCK; MAXUITENKO, 1994), podendo acarretar, danos como hemorragias, edemas, imunossupressão e carcinoma hepático (SMITH; ROSSI, 1991).




    Dentre outras características das aflatoxinas, estão o baixo peso molecular, baixa solubilidade em água (o que acarreta na difícil eliminação do organismo), alta solubilidade em solventes moderadamente polares (clorofórmio, metanol e dimetilsulfóxido). São sensíveis à luz, principalmente à ultravioleta e, quando secas, são estáveis em temperaturas muito elevadas. O ponto de fusão das aflatoxinas é de 269 ºC e são destruídas por autoclavagem na presença de amônia e em tratamento com hipoclorito (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1979).




    As aflatoxinas podem ser detectadas usando métodos analíticos, como a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), a Cromatografia em Camada Delgada (CCD), a Cromatografia Gasosa (CG) e ELISA (SCOTT, 1990).




    Assim, concentrações em ppm podem ser facilmente detectadas em países de clima quente e úmido, em regiões tropicais e subtropicais no mundo, embora possam ser controladas com métodos adequados de secagem e conservação dos grãos (BHAT et al., 1996), pois A. flavus necessita de uma atividade de água mínima de 0,78 para se desenvolver e produzir micotoxinas.




    Açúcares simples como glicose, sacarose e maltose promovem a formação de aflatoxinas, enquanto peptona, sorbose ou lactose não promovem sua formação. Fontes de nitrogênio afetam a formação de aflatoxinas de diversas formas e os níveis de produção são diferentes quando Aspergillus spp. está em meio com nitrato e nitrito (GUO et al., 2008).




    Mesmo antes da Era Cristã, os alimentos já eram submetidos a legislações e inspeções. Essas legislações foram evoluindo até o início do século XX, quando foi adotada uma legislação oficial, com o propósito de controlar a qualidade e proteger o consumidor, sendo incluído então, regulamentos para contaminantes (SABINO, 2004).




    No Brasil, o Ministério da Saúde através da Resolução RDC 274, ANVISA, 15/10/02 (BRASIL, 2002) e o Ministério da Agricultura com a Portaria MAARA nº 183, 21/03/96, estabeleceram o limite de 20 µg/Kg para aflatoxinas B1 + B2 + G1 + G2 (BRASIL, 1996).




    Estruturas das Aflatoxinas (Figura 4).
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    Figura 4. Estruturas químicas das Aflatoxinas. Fonte: FAO. http://www.fao.org/docrep/field/003/ab482s/AB482S13.htm




    2.10. Meios usados para caracterização morfológica de espécies de Aspergillus




    Os meios utilizados para a enumeração de fungos em alimentos e outros substratos têm tradicionalmente sido de alta atividade de água (aw), na faixa de 0,999-0,997. Embora esses meios sejam satisfatórios para enumerar e isolar leveduras e fungos de alimentos frescos, como frutas, legumes, produtos lácteos e carne, são inadequados para a amostragem da flora fúngica de alimentos secos e semi secos tais como frutas secas, condimentos e especiarias, produtos de carne e peixe secos e, cereais armazenados e nozes. Meios com reduzida aw, para enumeração de fungos em alimentos têm sido tradicionalmente baseados em NaCl (CHRISTENSEN, 1946), embora alguns pesquisadores tenham preferido usar meio à base de sacarose (PITT, 1975).




    Pitt e Hocking (1977) mostraram que o glicerol é um soluto adequado para o cultivo de uma variedade de fungos xerofílicos. Ele é menos inibitório a algumas espécies do que o NaCl, produz meio transparente e é mais facilmente manuseado do que os açúcares a altas concentrações. No entanto, o mesmo meio formulado com glicerol não resolve o problema de controle do crescimento do grupo A. glaucus em baixas atividades de água (aw).




    O dicloran (2,6-dicloro-4-nitroanilina), isolado e em combinação com rosa de bengala, mostrou inibição sobre a propagação de fungos mucoráceos, limitando o diâmetro das colônias de outros gêneros em um meio de quantificação de fungos de alimentos (KING et al., 1979).




    De acordo com Hocking e Pitt (1980) o meio contendo baixa atividade de água (aw) (0,95 aw) e 18% (wt/wt) de glicerol e 2 µg de dicloran por ml, foi desenvolvido para enumerar a flora fúngica de alimentos secos e semi secos. O meio, designado DG18, mostrou-se significativamente melhor do que o de Christensen Sal de Malte Agar, quando ambos foram testados com gêneros alimentícios e com culturas puras de inóculos.




    O meio AFPA (Aspergillus flavus parasiticus Agar), usado para identificação de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, tem sido validado através de um estudo comparativo incluindo nove laboratórios localizados na Austrália, Brasil, Suíça, Reino Unido, Dinamarca, Irlanda entre outros. Três misturas fúngicas congeladas em freezer, contendo A. flavus, A. parasiticus e uma mistura de outros fungos, foram produzidas e homogenizadas. Os coeficientes de variância foram baixos, variando de 0,81% a 1,09% para a contagem de fungos totais e entre 2,50% a 2,72% para contagem de A. flavus e A. parasiticus. Os laboratórios analisaram os conteúdos dos dois vials de cada mistura sobre o AFPA comercial, o formulado em laboratório e um meio padrão (DG18). Os valores de reprodutibilidade para DG18 foram mais altos. Não existiu diferenças em quantidade de A. flavus e A. parasiticus entre os meios AFPA e DG18. Entretanto, o DG18 resultou em uma quantidade maior de fungos totais comparado ao AFPA (FRÄNDBERG et al., 2003).




    2.11. Esclerócios




    Esclerócios são estruturas de resistência produzidas por algumas espécies fúngicas, incluindo A. flavus que visam suportar condições ambientais adversas (WICKLOW et al., 1984). Geralmente, apresentam-se ovaladas a globosas, de coloração escura, rígidas e compostas por uma massa compacta de hifas inativas com material de reserva que se mantém dormente até que uma condição favorável permita o crescimento micelial (WICKLOW, 1983).




    Acredita-se que os esclerócios possam servir como fonte de inoculação primária, através da germinação miceliônica em algumas culturas (WICKLOW; DONAHUE, 1984).




    Quanto à produção de esclerócios, as cepas de A. flavus, podem ser divididas em dois grupos: cepas S, produtoras de numerosos e pequenos esclerócios (diâmetro < 400 µm) e altos níveis de aflatoxinas; e as cepas L, de grandes e poucos esclerócios (diâmetro ˃ 400 µm) e baixos níveis de aflatoxinas (SAITO et al., 1986; COTTY, 1989).




    Os isolados do tipo S são subdivididos em SB, produtores apenas de aflatoxinas do tipo B ou em SBG, isolados atípicos, que produzem aflatoxinas B e G (SAITO et al., 1989; COTTY; CARDWELL, 1999). Porém, o fenótipo esclerocial S, não é necessariamente previsível com respeito à produção de aflatoxinas (GEISER et al., 2000).




    Estudo desenvolvido por Cardwell e Cotty (2002) na América do Norte, demonstrou que cepas S são frequentemente encontradas em regiões com altas temperaturas e baixo índice pluviométrico. Os autores postularam que a produção de pequenos esclerócios pela cepa S, pode ser um mecanismo de sobrevivência para um organismo adaptado às flutuações climáticas.




    2.12. Carapa guianensis Aubl.




    2.12.1. Botânica




    A andirobeira (Carapa guianensis Aubl.) pertence à família Meliaceae (SOUZA et al., 2006). Conhecida como Andiroba, andiroba-saruba, iandirova, iandiroba, carapá, carapa, nandiroba (LORENZI; MATOS, 2002). Em média, essa árvore atinge entre 25 e 35 metros de altura, embora possam chegar a 55 metros; a copa é média e densa, composta por ramos eretos (FERRAZ et al. 2003). As finalidades dadas ao óleo extraído da andiroba são bastante vastas. É uma árvore de múltiplos usos, a madeira é de alta qualidade e freqüentemente comparada ao mogno (Swietenia macrophylla) devido a esta característica; sua casca apresenta propriedades medicinais e as sementes fornecem um dos óleos medicinais mais utilizados na Amazônia (LORENZI; MATOS, 2002). Da casca é feito chá, usado na medicina tradicional contra a febre, vermes e bactérias; moída, a casca é usada como agente cicatrizante. A madeira, resistente ao ataque de insetos, é de excelente qualidade para a construção civil. O óleo, que tem diversas aplicações na medicina tradicional, é exportado para a Europa e Estados Unidos (SHANLEY et al., 2011).




    2.12.2. Distribuição geográfica




    Carapa guianensis, é uma espécie bastante plástica, adaptada a diferentes ambientes, ocorrendo no sul da América Central, na Colômbia, Venezuela, Suriname, Guiana Francesa, Brasil, Peru, Paraguai e nas ilhas do Caribe. No Brasil, é encontrada em toda a bacia amazônica, preferencialmente nas várzeas e áreas alagáveis ao longo dos cursos de água e em terra firme (BOUFLEUER, 2004).




    2.12.2. Distribuição geográfica




    A partir de sementes de C. guianensis, o nativo amazônico extrai o óleo de andiroba, tradicionalmente usado como febrífugo, antipalúdico, inseticida e repelente (MIRANDA- JÚNIOR et al., 2012). O óleo de andiroba, extraído das amêndoas, é amarelo-claro e tem gosto fortemente amargo. Em temperaturas abaixo de 25 °C o óleo solidifica-se, ficando com a consistência semelhante à da vaselina (FERRAZ et al., 2003). Popularmente, o óleo é usado pelos extrativistas, índios e ribeirinhos em picadas de serpentes, escorpiões e abelhas; no combate a vermes e protozoários; artrite, tétano, reumatismo, infecção renal e no fígado, hepatite, icterícia, dispepsias, fadiga muscular, dores nos pés, resfriados, gripes, tosse, sarna, micose, lepra, malária, herpes e úlceras graves. O óleo misturado ao corante urucum (Bixa orellana L.) é usado pelos indígenas por apresentar ação repelente (BOUFLEUER, 2004). Possui atividade antialérgica, anti-inflamatória, analgésica, larvicida sobre mosquitos Aedes, antiplasmódica, acaricida, inseticida, atividade de cicatrização e Antitripanosoma (MARQUES et al., 2016). Também apresentou eficácia in vitro no controle de Boophilus microplus (Acari: Ixodidae) (FARIAS et al., 2007) e atividade in vitro contra larvas de nematoides gastrintestinais de caprinos e ovinos (FARIAS et al., 2010).




    2.12.3. Composição química e atividade biológica de Carapa guianensis




    É uma substância rica, composta de ácidos graxos, como o ácido oleico (56 a 59%), ácido palmítico (9 a 12%), mirístico (18%), linoleico (7,7 a 9,5%), ácido esteárico e ácido araquídico (GABRIEL, 2007). Além de ácidos graxos, há fitoesteróis como o β-sitosterol e limonoides como a andirobina, gedunina, desoxigedunina, entre outros (JESUS et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; NINOMIYA et al., 2016).




    Substâncias conhecidas como limonoides, foram isoladas de árvores de andiroba, sendo classificadas em quatro subclasses: tetranortriterpenoides (TNTP) (6a-acetoxigedunine, 7-esacetoxine-7-oxogedunine, andirobin, metilangolensate, 6-Aacetoxiepoxaazadiradione e gedunine), com atividades antialérgica, anti-inflamatória, analgésica e antimalárica; carapanolides A-X, com atividade citotóxica sobre leucemia; andirolides A-Y, com atividade citotóxica sobre leucemia e atividade antimalárica sobre Plasmodium falciparum; e guianolides AB (MARQUES et al., 2016).




    Qi et al. (2004) isolaram nove compostos a partir do extrato etanólico (EtOH) do galho de C. guianensis e com base no método espectroscópico, suas estruturas foram elucidadas como 1,3-di-benzene carbon amine-2-octadecylic acid-glyceride; hexacosanoic acid-2,3-dihydroxy-glyceride; ursolic acid; naringenin; scopoletin; 3,4-dihydroxymethylbenzoate; 2,6-dihydroxymethylbenzoate; tetratriacontanoic acid; triacontanoic acid. As frações não saponificáveis separadas do óleo são ricas em limonoides, as quais são atribuídos efeitos farmacológicos. As frações ricas em limonoides foram submetidas ao fracionamento e identificação de seus constituintes majoritários. Os limonoides identificados no óleo foi gedunin; 6alpha-acetoxygedunin; 7-deacetoxy-7-oxogedunin; 7-deacetylgedunin; 1,2-dihydro-3beta-hydroxy-7-deacetoxy-7-oxogedunin e andirobin. Gedunin e derivados têm sido registrados como antimaláricos. Estudos realizados confirmaram o uso tradicional do óleo de andiroba como antiplasmodial e comprovaram, não ser tóxico em bioensaios realizados com camundongos (MIRANDA-JÚNIOR et al., 2012).




    Inoue et al. (2013) isolaram dois limonoides, denominados A e B, de sementes de C. guianensis. Suas estruturas foram estabilizadas pela análise de espectroscopia e cristalografia de raio x. Guianolides A e B apresentaram um esqueleto de carbono, através da formação de uma ligação C-11-C-21.




    O óleo essencial obtido por hidrodestilação de suas folhas foi analisado por GC-FID e GC-MS. Vinte e três componentes foram identificados, constituindo 93.7% do óleo. Os constituintes mais abundantes foram bicyclogermacrene (28.5%), alpha-humulene (17.2%), germacrene B (11.9%), and trans-beta-caryophyllene (9.9%). Miyake et al. (2015) isolaram dois limonoides tipo mexicanolide; carapanolídes T-U (1-2) e três limonoides tipo fragmalin, carapanolides V-X (3-5), de suas sementes e suas estruturas foram determinadas com base na espectroscopia de RMN 1D e 2D.




    2.12.4. Atividade biológica de Carapa guianensis




    Além de sua atividade antioxidante, outras propriedades importantes são conhecidas. Na medicina tradicional, o óleo é usado para contusões, inflamações, como agente cicatrizante, entre outros (SHANLEY et al., 2011). Experimentalmente, o óleo já apresentou atividade antileishmanial (OLIVEIRA et al., 2018), hepatoprotetiva (NINOMIYA et al., 2016), anti-inflamatória (PENIDO et al., 2005; INOUE et al., 2018), antimalárica (MIRANDA-JÚNIOR et al., 2012; PEREIRA et al., 2014) e cicatrizante (SOUZA et al., 2017; SILVA et al., 2015); essa atividade cicatrizante parece ser devido a indução da síntese de colágeno por seus limonoides (MORIKAWA et al., 2018). Não foi encontrado na literatura ensaios sobre sua atividade antibacteriana ou antifúngica. Porém, a atividade antimicrobiana do óleo essencial, bem como os extratos brutos das folhas, obtidos por refluxo das folhas secas com n-hexano, diclorometano e metanol, foi determinado utilizando o ensaio de difusão em disco. A atividade sobre Staphylococcus aureus ATCC 29923 e Enterococcus faecalis ATCC 29212 foi somente encontrada pelo óleo essencial e o extrato metanólico, a uma concentração mínima inibitória (MIC) de 400 μg/mL e 50 μg/mL (MECCIA et al., 2013). Este é o primeiro estudo sobre atividade antifúngica da Carapa guianensis sobre Aspergillus nomiae e A. fumigatus.




    2.12.5. Toxicidade do óleo de Carapa guianensis Aubl.




    A toxicidade do óleo (hematotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade) já foi testada em ensaios de micronúcleo e cometa (MILHOMEM--PAIXÃO et al., 2016). Os resultados mostraram que o óleo não exibiu nenhuma das toxicidades avaliadas, pelo contrário, sua atividade antioxidante tendeu a proteger o DNA de danos moleculares causados por oxidação.




    2.13. Copaifera sp.




    2.13.1. Botânica




    As copaibeiras são plantas com hábito arbóreo, pertencente à família Leguminosae Juss, subfamília Caesalpinoideae Kunth, no sistema Engler, embora a literatura apresente também outras classificações como Caesalpiniaceae (Sistema Cronquist) ou Fabaceae (ARRUDA et al., 2019). Suas árvores apresentam folhas com raque-alado, alternas, compostas, contendo de dois a seis pares de folíolos, inflorescência espiciforme, frutos tipo legumes deiscentes com 3,5 a 4,0 cm de diâmetro, ovoides e com uma única semente envolvida por um arilo amarelo (ALMEIDA, 1998; PINTO et al., 2000). Essas árvores podem viver até 400 anos, atingindo alturas entre 25 e 40 m e diâmetros entre 0,4 a 4 m. O nome copaíba vem do tupi-guarani “cupa-yba” que significa “árvore de depósito”, em referência à sua oleoresina (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009). Embora a taxonomia do gênero Copaífera tenha sido extensivamente estudada, ainda há dificuldade em se identificar algumas espécies devido à complexa morfologia de suas flores, ou mesmo a ausência de estruturas reprodutivas nas amostras usadas (TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018)




    Suas árvores apresentam folhas com raque-alado, alternas, compostas, contendo de dois a seis pares de folíolos, inflorescência espiciforme, frutos tipo legumes deiscentes com 3,5 a 4,0 cm de diâmetro, ovoides e com uma única semente envolvida por um arilo amarelo (ALMEIDA, 1998; PINTO et al., 2000).




    2.13.2. Distribuição geográfica




    As copaíbas são árvores nativas da região tropical da América Latina e também da África Ocidental. Na América Latina, são encontradas espécies na região que se estende do México ao norte da Argentina, sendo conhecidas popularmente nas regiões amazônica e centro-oeste do Brasil como copaibeiras ou pau d’óleo (VEIGA-JÚNIOR; PINTO, 2002). Esse gênero abrange mais de 70 espécies distribuídas principalmente na América Central e do Sul, embora algumas possam ser encontradas no continente africano. O Brasil é o país com maior diversidade de copaibeiras, com 26 espécies e pelo menos oito variedades (TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018). Na África Ocidental são descritas 19 espécies, na região que inclui Congo, Camarões, Guiné e Angola. Destas, as espécies C. convertifolia, C. demeusii (Copal do Congo), C. coleosperma (Copal da Rodésia), C. conjugata, C. hymenaefolia, C. chodatiana e C. fissicuspis, têm sinonímia nos gêneros Guibourtia, Gorakia (Gorakia conjugata) e Cynometra (C. fissicuspis). Na Ilha de Bornéo, Malásia, há ainda uma espécie conhecida como Copaifera palustris, que apresenta caracteres bastante semelhantes aos das espécies africanas e ao gênero Pseudosindora (VEIGA-JÚNIOR; PINTO, 2002). De acordo com estes autores, entre as espécies de Copaifera mais abundantes, destacam-se: C. officinalis L. (norte do Amazonas, Roraima, Colombia, Venezuela e San Salvador), C. guianensis Desf. (Guianas), C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne (Amazônia), C. confertiflora Bth (Piauí), C. langsdorffii Desf. (Brasil, Argentina e Paraguai), C. coriacea Mart. (Bahia), C. cearensis Huber ex Ducke (Ceará).
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