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RESUMO

NOGUEIRA, J.H.C. QUIMIOPREVENGAO PELO OLEO ESSENCIAL DE MENTRASTO
(Ageratum conyzoides) NO CRESCIMENTO DE Aspergillus flavus E DA PRODUCAO
DE AFLATOXINA Sao Paulo - 2009. Dissertacao (Mestrado em Sanidade, Seguranca
Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Biol6gico.
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A aflatoxina B é um metabdlito altamente toxico e carcinogénico, produzida por espécies de
Aspergillus em alimento e produtos agricolas. Substincias naturais como, por exemplo,
compostos orginicos de espécies aromaticas podem possuir efeitos reguladores aos das
células controlando a producio de aflatoxinas. Foi estudado o efeito inibidor do dleo essencial
de mentrasto (Ageratum conyzoides), no crescimento micelial e producdo de aflatoxina B; por
Aspergillus flavus. Culturas de Aspergillus flavus foram incubadas em meio YES durante 6
dias a 25°C, com concentragdes de 6leo essencial de mentrasto 30 pg/mL; 20 pg/mL; 10
pg/mL; 5 pg/mL; 1 pg/mL; 0,40 pg/mL; 0,20 ug/mL; 0,10 pg/mL; 0,04pug/mL; 0,020ug/mL;
0,01 pg/mL and 0,00 pg/mL (controle). Essas concentragdes quando comparadas com a
amostra controle, inibiram significativamente o crescimento do fungo (P < 0.05) em 58%,
61% 44%, 45%, 63%, 63%, 57%, 49%, 30%, 29% e 20% respectivamente. As oito primeiras
concentragdes inibiram a produgdo da aflatoxina B; completamente. A andlise do dleo
essencial por CG-EM mostrou que os principais componentes eram o precoceno II (46,35%),
precoceno 1 (42,78%), cumarina (5,01%) e trans-cariofileno (3,02%). As fra¢des do dleo
essencial foram avaliadas também em cultura de Aspergillus flavus e os resultados mostraram
que o precoceno II é o composto ativo do 6leo essencial. A comparacio das células flingicas
tratadas com o 6leo essencial por microscopia eletronica de transmissdo mostrou alteracoes
ultraestruturais dependente da concentragdo do Oleo essencial de Ageratum conyzoides
utilizado. Estas alteracOes ultraestruturais foram mais evidentes no sistema das
endomembranas, afetando principalmente a mitocdndria. A habilidade em inibir a producio
da aflatoxina é uma nova atividade biolégica para o Ageratum conyzoides, esta atividade
indica que a planta pode ser considerada como forte candidata para o estudo completo da rota
biossintética das aflatoxinas. O O6leo essencial de Ageratum conyzoides pode ser uma
alternativa para a protecdo de produtos agricolas contra infestacdo por Aspergillus flavus,
resolvendo um dos grandes problemas do agronegdcio, especialmente na estocagem de graos.
O uso deste 6leo essencial, ndo téxico e constituido por substincias volateis no controle de
fungos, pode ser uma grande colaboragdo para a redugdo de residuos de fungicidas no
ambiente e nos produtos agricolas, além de colaborar com a protecdo do ambiente agricola.
Palavra chave: Aspergillus flavus, Ageratum conyzoides, 6leo essencial, ultraestrutura,

mentrasto, aflatoxinas.

ABSTRACT

NOGUEIRA, J.H.C. CHEMOPREVENTION BY MENTRASTO ESSENTIAL OIL (Ageratum
conyzoides) IN THE GROWTH OF Aspergillus flavus AND PRODUCTION OF
AFLATOXIN Sao Paulo - 2009. Dissertation (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar
e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Biol6gico.



Aflatoxin B1 (AFB1) is a highly toxic and carcinogenic metabolite produced by Aspergillus
species on food and agricultural commodities. Natural products may regulate the cellular
effects of aflatoxins and evidence suggests that aromatic organic compounds of spices can
control the production of aflatoxins. Inhibitory effects of essential oil of mentrasto (Ageratum
conyzoides), on the mycelial growth and aflatoxina B; production by Aspergillus flavus were
studied. Cultures were incubated on yeast extract-sucrose (YES) broth, at concentrations of 30
pg/mL; 20 pug/mL; 10 ug/mL; 5 pg/mL; 1 pg/mL; 0.40 pg/mL; 0.20 pg/mL; 0.10 pg/mL;
0.04pg/mL; 0.020pg/mL; 0.01 pg/mL and O pg/mL (control) of essential oil during 6 day at
25 degrees C. These concentrations inhibited fungal growth in 58%, 61% 44%, 45%, 63%,
63%, 57%, 49%,30%, 29% and 20% respectively, when compared with control samples was
significant (P < 0.05). An aflatoxin production was inhibited completely by first eigh
concentrations. The analysis of the oil by GC/MS showed that its main components are
precocene II (46.35%), precocene 1 (42.78%), cumarine (5.01%), Trans caryophyllene
(3.02%). The fractions of oil were evaluation in A. flavus culture and the results showed that
precocene II is active compounds, of the oil essential. Comparison by transmission electron
microscopy of cells of the fungus control and fungal cells incubated with essential oil showed
ultrastructural changes dependent on the concentration of essential oil of A. conyzoides used.
These ultrastructural changes were more evident in the system endomembranas, affecting
mainly the mitochondria. Degradations were also observed in both the fibrils surrounding.
The ability to inhibit aflatoxin production as a new biological activity for A.conyzoides L.
indicate that it may be considered as useful candidates for clarifying more about the non-fully
understood complex pathway of aflatoxin biosynthesis. The essential oil of A. conyzoides may
be an alternative environment for the protection of agricultural products against infestation of
A flavus, working well in solving a major problem for agribusiness, especially in storage of
grains. The use of this essential oil, non-toxic and made of highly volatile substances in the
control of fungus, can make a great collaboration for the reduction of fungicide residues in the
environment and agricultural products in addition to collaborating with the protection of
agricultural environment.

Key-words: Aspergillus flavus, Ageratum conyzoides, essential oil, ultra structural,
mentrasto, aflatoxins.
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dentro da mitocéndria (Mit b) .
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polarizagao das cristas.

Microscopia eletrénica de células fungicas de A. flavus tratadas
com 0,2 pnpg/mL 6leo essencial de mentrasto mostra
desagregacdo gradual do conteldo dos granulos elétrons
densos (GEDS) e a diminuigdo da densidade mitocondrial (Mit)
em relacdo ao citoplasma.

Microscopia eletronica de células fungicas de A. flavus tratadas
com 0,4ug/mL O6leo essencial de mentrasto mostra a
desorganizagédo da estrutura das mitocéndrias a diminui¢gdo das
cristas (Mit a) e vesiculas dentro da mitocondria (Mit b)
Microscopia eletronica de células fungicas de A. flavus tratadas
com 0,2 ug/mL 6leo essencial de mentrasto mostra a membrana
plasmatica com invaginagbes com tendéncia a formacdo de
vesiculas e mitocdndrias (Mit) com vesiculas internas.
Microscopia eletronica de células fungicas de A. flavus tratadas
com 0,02ug/mL o6leo essencial de mentrasto, mostra a
dissociacdo da membrana plasmatica (MP) em relacdo a parede
celular (PC).

Microscopia eletrénica granulos elétrons densos (GEDS) de
células fungicas de A. flavus nédo tratadas com éleo essencial de

mentrasto, com aparéncia densa.
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cristas distribuidas homogeneamente no seu interior.
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1. INTRODUCAO

Os fungos podem causar uma série de danos aos grdos durante o plantio e a
colheita, bem como durante o armazenamento. Os impactos econémicos da invasao fungica
incluem a diminuicdo do poder de germinacao, emboloramento visivel, descoloracao, odor
desagradavel, perda de matéria seca, aquecimento, cozimento, mudancas quimicas e
nutricionais com conseqliente perda da qualidade (PASTER; BULLERMAN, 1988). Alguns
fungos denominados toxigénicos, além de depreciarem produtos destinados a alimentagao,
tém a capacidade de produzir micotoxinas (SHARMA; SALUNKHE, 1991).

Micotoxinas sado substancias toxicas produzidas pelo metabolismo secundario de
varias espécies de fungos filamentosos que contaminam alimentos no campo, no
armazenamento ou apdés a manufatura (MOSS, 1996). A ingestdo de micotoxinas pode
causar ao animal uma intoxicagcdo (micotoxicose) podendo afetar o crescimento,
desenvolver tumores, e levar até mesmo a morte. Além dos efeitos citados, a ingestao de
alimentos ou ragbes contaminados com aflatoxinas por animais, em geral, podem
desencadear nao sé reducdo no crescimento, mas também reducdo na producao de leite e
de ovos, queda da fertilidade, anemia (MAIA; SIQUEIRA, 2007).

A contaminagcdo de grdos com micotoxinas e fungos toxigénicos, pode ocasionar,
além de problemas de saude, perdas econdmicas consideraveis ja que lotes contaminados
devem ser descartados (BHATNAGAR et al.,, 2003). A FAO (Food and Agriculture
Organization) estima uma perda mundial de 25% dos graos produzidos (VIEIRA, 1995).

Aspergillus, Fusarium e Penicillium sao os principais géneros de fungos produtores
de micotoxinas em alimentos (SIAME al., 1998).

As aflatoxinas sdo micotoxinas produzidas principalmente por Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus, sao conhecidas por serem potentes mutagénicos, cancerigenos,
teratogénicos, hepatotdxicos, imunossupressores inibindo também varios sistemas
metabdlicos (IARC, 1993; MINTO; TOWNSEND, 1997). Dentre todas as aflatoxinas, a
aflatoxina By (AFB,) é a mais conhecida por apresentar significativos riscos para a saulde
animal e humana (PIER, 1992; COULOMBE, 1991).

Assim devido ao grande impacto na economia e na salde publica relacionado a
ingestdo por humanos e animais de graos e cereais contaminados por micotoxinas, bem
como as implicagbes no comércio internacional de produtos agricolas contaminados,
prevenir a contaminagdo pelos fungos Aspergillus flavus e parasiticus continua sendo a
melhor medida para evitar a presenca de aflatoxina em alimentos e garantir a segurancga
alimentar de humanos e animais, visto que existem alguns fatores predisponentes que

facilitam a colonizagdo fungica no alimento, tais como condi¢des inadequadas de



armazenamento, falta de resisténcia genética da planta e manejo na colheita (FERNANDES
et al., 2006). Recomenda-se o plantio de cultivares de graos que possuam maior resisténcia
a contaminacgao fungica e o tratamento dos graos antes do armazenamento, sdo solugdes
viaveis para prevenir o crescimento fungico pos-colheita. Apds a colonizacido dos graos por
fungos, varios métodos podem ser utilizados para eliminar os contaminantes, tais como a
remocao fisica dos grdos, o uso de solventes e o processamento fisico dentre outros.
Contudo, muitos desses métodos séo inviaveis economicamente (MAGAN, 2007).

Apesar de um numero grande de substancias quimicas possuir efeito inibidor da
producdo de micotoxinas e do crescimento de fungo, muitas delas ndo devem ser utilizadas
tendo em vista os seus efeitos perigosos sobre a salde humana e animal (JAYASHREE;
SUBRAMANYAM, 1999). A necessidade de reduzir ou eliminar o uso de substancias
quimicas que possam causar algum problema para a saude dos consumidores tem se
motivado na busca de substancias naturais que possam atuar como fungicida sem provocar
prejuizos ao homem e ao meio ambiente. A busca de substéncias naturais para a
supressao ou controle de fungos produtores de micotoxinas tem grande apoio da sociedade,
visto que a utilizagdo de doses elevadas de substancias quimicas sintéticas com atividade
fungicida tem a desvantagem da toxicidade para os seres humanos e animais.

As plantas produzem metabdlitos secundarios, muitos deles apresentam atividade
antimicrobiana, quer como parte de sua biossintese normal ou em resposta ao ataque de
patdgenos ou estresse. Dentre estes metabdlitos, os 6leos essenciais sdo uma forte
promessa na luta contra a reducédo e a proliferagcdo de microrganismos e / ou produgéo e
suas toxinas (HARBORNE, 1980; MOTHES, 1980; SWAIN, 1977).

O desenvolvimento de uma nova estratégia para o controle de A. flavus e da
contaminagao de aflatoxinas, utilizando produtos volateis como os 6leos essenciais sdo de
grande interesse, pois 0os produtos agricolas poderdo apresentar pouco ou nenhum residuo
destes. Resultados deste tipo de pesquisa vao ao encontro dos anseios da sociedade que
cada vez mais demandam por alimentos seguros (BLUMA et al., 2008).

Os o0leos essenciais podem ser utilizados como aditivos naturais em diferentes
alimentos (TEISSEDRE; WATERHOUSE, 2000; BADEAA; SOLIMAN, 2002). Véarios
trabalhos tém relatado o efeito de 6leos essenciais e substancias isoladas destes, sobre
espécies de fungos toxigénicos (MAHMOUD, 1994; PARANAGAMA et al., 2003; PINTO et
al., 2006; PEREIRA, 2006; NOGUEIRA et al., 2006; OMIDBEYGI et al., 2007; HELAL, et al.,
2007; RASOOLI et al., 2008).

O laboratoério de Produtos Naturais do Instituto Bioldgico, ja avaliou em meio de
cultura, alguns extratos e substancias puras isoladas (PINTO et al., 2001; GONCALEZ et al.,
2003). Oleos essenciais de Eucalyptus citriodora, Ageratum conyzoides e Pittosporum
undulatum foram préviamente avaliados em culturas de A. flavus via testes de disco de



difusdo, mostrando atividade inibidora do crescimento do fungo (CARVALHO et al., 2007;
NOGUEIRA et al., 2007a e 2007b; SILVA et al., 2008). Desta forma, averiguar o crescimento
do fungo e a producdo de aflatoxinas por 6leo essencial de plantas que apresentem tal
atividade pode trazer resultados bastante promissores, para a diminuicdo do indice de
contaminacao de graos, racdes e alimentos por micotoxinas, que é um grande problema no

agronegdcio.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Aflatoxinas e aflatoxicoses

Aflatoxinas sao produtos do metabolismo secundario de Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, ocorrendo apds a fase de crescimento exponencial dos fungos (DUTTON, 1988;
ELLIS et al., 1991). Estes fungos podem contaminar uma grande variedade de alimentos,
principalmente o amendoim, nozes, sementes de algodao, milho, trigo, sementes oleosas em
geral, racdo animal, produzindo a aflatoxina em condi¢gdes ambientais adequadas, como
temperatura entre 25-30 °C e atividade de agua superior a 0,86 (NORTHOLT; EGMOND;
PAULSCH, 1977).

Atualmente, sdo conhecidas cerca de dezessete compostos designados pelo termo
aflatoxina, mas apenas quatro delas sdo bem conhecidas e estdo até o momento,
intimamente relacionadas com surtos de intoxicacdo. Entretanto este termo refere-se
habitualmente a quatro compostos do grupo de metabdlitos bis-furano-cumarina, derivadas
de um decacetideo pela via biosintética dos policetideos, no qual a unidade C, é perdida
durante a formacao dos anéis bisfuranos (SMITH; MOSS, 1985).

Estes compostos heterociclicos sdo caracterizados como aflatoxinas By, By, Gy e Gy e
sdo distinguiveis cromatograficamente por suas fluorescéncias azuis (B de “Blue”) para
aflatoxinas B; e B, e verdes (G de“Green”) para aflatoxinas G e G, quando observados sob
luz ultravioleta a 365 nm (SCUSSEL, 2002).

A série G das aflatoxinas difere quimicamente da série B pela presenga de um anel 3-
lactona, no lugar do anel ciclopentenona. Uma dupla ligacdo 8, 9 é encontrada na forma de
um éter vinil no anel terminal furano nas aflatoxinas By e Gy, mas ndo em B, e G (figura 1).
Essas variagdes que diferem as aflatoxinas estruturalmente estdo associadas também as
suas atividades, sendo as aflatoxinas B; e Gy carcinogénicas e consideravelmente mais
téxicas que B, e G, (JAIMEZ et al., 2000).

Apesar das semelhancas estruturais, as aflatoxinas apresentam diferentes graus de
atividade biolégica. A AFB,, além de ser a mais freqlientemente encontrada nos cereais, é a
que apresenta maior poder toxigénico, seguida das aflatoxinas G;, B, e G, (COULOMBE,
1991).
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Figura 1 — Estrutura quimica das principais aflatoxinas B4, B,, G e Go.

A aflatoxina M, (figura 2) é um produto biotransformado da aflatoxina By, formada
através do processo de hidroxilagdo, produzindo assim um derivado hidrossoluvel, o que
possibilita a sua excrecdo por fluidos corporais. E considerado um potente
hepatocarcinogénico e sua contaminagdo em leite para consumo humano tem recebido
grande importancia em salde publica (SILVA, 2005). Esta toxina é transportada pelo
sangue, podendo se ligar as células ou proteinas plasmaticas, ficando presentes no leite,
ovos, urina, fezes, musculos e tecidos comestiveis de animais (CREPPY, 2002). Esse
composto pode ser detectado entre 12-24 horas ap6s a primeira ingestao de aflatoxina B
(LOPEZ et al., 2001).

A AFM; revela-se geralmente estavel em alguns queijos, iogurtes, leite pasteurizado,
leite magro ou gordo e gelados. Em processos de pasteurizacao a 63°C durante 30 minutos,
pasteurizagdo a 77°C durante 16 segundos, processamento térmico a 64-100°C durante 15-
20 minutos, processamentos térmicos diretos durante 3-4 horas e durante alguns processos
de pasteurizagdo e esterilizagdo, a concentragdo de contaminag¢do original do leite cru
permanece praticamente inalterada (YOUSEF; MARTH, 1989).
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Figura 2 - Estrutura quimica da aflatoxina M;.

A condicdo patolégica resultante da ingestdo de aflatoxinas é conhecida como
aflatoxicose. A sensibilidade ao tdxico varia grandemente entre as espécies animais, e
mesmo entre individuos da mesma espécie, dependendo da idade, sexo, condicbes
nutricionais do animal e composicao da dieta. Além disso, os efeitos da aflatoxicose variam
de acordo com a quantidade ingerida e tempo de exposicdo a toxina (MAIA; SIQUEIRA,
2007). Abaixo estado descritos os principais efeitos causados pela ingestdo de aflatoxinas
em alguns animais (MAIA; SIQUEIRA, 2007):

Frangos e poedeiras — Redugdo do crescimento e da eficiéncia dos antibioticos; figados
e rins descolorados, pigmentados e um pouco aumentados, fibrose, acumulacdo de gordura;
hemorragia, anorexia, fraqueza das pernas e das asas; diminuicdo da produg¢do de ovos,
gema palida, ovos menores, casca fragil, pontos pretos; desenvolvimento menor dos

embrides, reducao do ganho de peso.

Suinos — Necrose centrilobular, fibrose; proliferagao dos dutos biliares; problemas nos
rins, hemorragias, ataxia, menor peso das crias e menor taxa de sobrevivéncia, perda de

peso, morte.

Bovinos — Necrose centrilobular, fibrose, infeccdo no miocéardio, sindrome nervosa,

infertilidade, diminuicao da gordura do leite, reducédo do consumo de racao, ataxia.
Equinos — Dano ao figado, anorexia, hemorragia, convulsao, morte.
Peixes — Dano ao figado e rins, pouco desenvolvimento, morte.

O figado é o 6rgao alvo das aflatoxinas, no qual produzem alteragdes tumorais e
teciduais, podendo desencadear o cancer. Outros érgaos também podem ser afetados, sendo
que a administracdo de quantidades minimas pode produzir tumores (LAZZARI, 1997).
Dentre os principais efeitos bioldégicos causados pela ingestdo das aflatoxinas estao:
hepatomas, cirrose hepatica, hemorragias do trato gastrointestinal, proliferacdo do epitélio do



ducto biliar, inapeténcia, prostracdo e morte. Além destes, as aflatoxinas apresentam efeitos
teratogénicos e mutagénicos (MALLOZZI; CORREA, 1998).

As aflatoxinas também podem prejudicar o sistema imunolégico, quando ingeridas em
doses baixas, elas levam a uma morte prematura (apoptose) das células imunolégicas,
resultando no aumento da susceptibilidade a infecgbes por microrganismos patogénicos. As
alteracdes no sistema imunolégico também podem causar reacoes especificas a antibiéticos,
funcbes medidas por células, ou ambas; levando a uma diminuicido da resisténcia, a
possibilidade do fracasso das vacinas, aumento da morbidez e mortalidade, que é
caracterizado por moléstias infecciosas de origem bacteriana ou virética. A diminuicao da
resisténcia imunologica propicia surtos de hepatites virais tipo B, estando também associada
a Sindrome de Reye, febre, convulsbes, vomito, coma (FERREIRA et al., 2006).

A intoxicagdo por aflatoxinas pode proceder-se de forma direta ou indireta. A forma
direta (primaria) ocorre quando o produto contaminado é diretamente utilizado na alimentagéo
humana ou animal, enquanto que a forma indireta (secundaria) ocorre quando subprodutos
(leite, ovos, carne e produtos lacteos) de animais que consumiram ragao contaminada sao
ingeridos. Manipuladores de cereais, ragdes, amendoim e pesquisadores que trabalham com
toxinas em experimentos ou toxinas puras como padrdoes de analise, também podem estar
expostos a intoxicacao (MAIA; SIQUEIRA, 2007).

2.2. Metabolismo das aflatoxinas

As aflatoxinas (substancias lipofilicas e de baixo peso molecular) sdo rapidamente
absorvidas e lentamente excretadas. A absorcao ocorre no trato gastrointestinal por difusao
passiva, difundindo-se rapidamente por todo o organismo de maneira que trés horas apos a
alimentacgao, as aflatoxinas B; e B, podem ser encontradas em todos os tecidos (SHARMA;
SALUNKHE, 1991; MELLO; NASCIMENTO; OLIVEIRA, 1999).

Segundo Oga (1996) as aflatoxinas sdo primeiramente biotransformadas pelo sistema
oxidase mista no figado. A detoxificagcdo das aflatoxinas ocorre por hidroxilagdo, permitindo
ser conjugada pelo acido glicorénico. Conforme a Organizacion mundial de la salud (1983) a
absorcdo ocorre no trato digestivo, atravessando a membrana celular por meio de
transporte quimico e a passagem ocorre devido a alta lipossolubilidade das aflatoxinas. Ao
ser absorvida a AFB; é imediatamente ligada de forma reversivel a albumina e também em

menor escala a outras proteinas.

Formas de aflatoxinas ligadas e nao ligadas a proteinas séricas distribuem-se pelos
tecidos, especialmente o figado (WYATT, 1991). Segundo Lindner (1995) a aflatoxina ataca
os acidos nucléicos, ADN e ARN. Os metabdlitos de aflatoxina B; se unem ao &acido



desoxirribonucléico (ADN), principalmente no nitrogénio 7 da guanina, dificultando a
transcricao e diminuindo a sintese do acido ribonucléico (ARN). Sendo entdo a acao
cancerigena da aflatoxina explicada pela obstru¢cao da sintese do ADN, diminuindo a
sintese de proteinas e outros processos metabdlicos como a sintese de acidos graxos.

Existe consenso entre grande nimero de especialistas, de que a AFB; é na realidade
um pré-cancerigeno, o qual requer ativagao metabdlica para manifestar seus efeitos toxicos
(BIEHL; BUCK, 1987).

A forma ativada da AFB; é o composto identificado como 8,9-6xido de AFB; ou AFB;-
epoéxido (Figura. 3), anteriormente denominado AFB; - 2,3 - epdxido, originado através da
epoxidacao da dupla ligagao do éter vinilico, presente na estrutura bi-furanéide da molécula
de AFB; (BIEHL; BUCK, 1987).

Este composto, altamente eletrofilico, é capaz de reagir rapidamente, através de
ligacbes covalentes, com sitios nucleofilicos de macromoléculas, como do &cido
desoxirribonucléico (ADN), acido ribonucléico (ARN) e proteinas. Estas ligacoes
determinam a formacdo de aductos, os quais representam a lesdo bioquimica primaria
produzida pelas aflatoxinas (OLIVEIRA; GERMANO, 1997).

Aflatoxina B4 C )
Sistema enzimatico Microssomal Sistema Redutase
do Figado (SEMF) @ Citoplasmatico

AFLATOXICOL
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2,3 epdxido AFB AFM; AFQ AFP;
de Aflatoxina secundaria i \ /
l l Leite Excregéo na
Ligagdo covalente Inibicao de bile e urina
com ac. Nucléicos enzimas
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Figura 3 - Metabolismo da aflatoxina By no figado.




2.3. Legislacao

No Brasil, as aflatoxinas sao as Unicas micotoxinas cujos limites maximos em alimentos
estao previstos na legislacdo. A Resolucao n® 34 de 1976, antiga CNNA — Comissao Nacional
de Normas e Padrdes para Alimentos, estabelecia o limite de 30 ppb para a soma dos
conteudos das aflatoxinas By e Aflatoxinas G; em alimentos. Em 15 de outubro de 2002, a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), cria a Resolugdo RDC n? 274, que revoga
a Resolucdo n? 34/76, para os alimentos: leite fluido, leite em pd, amendoim, pasta de
amendoim, milho em grao, farinha ou sémola de milho para consumo humano, aprovando o
regulamento técnico sobre limites maximos de aflatoxinas admissiveis nestes alimentos,
conforme tabela 1 (BRASIL, 2002).

TABELA 1: Limites maximos admissiveis de concentracao de aflatoxinas no Brasil

Alimento Aflatoxina Limite
Leite fluido M 0,5 ug/L
Leite em p6 M 5,0 ugkg

Milho em grao (inteiro, partido, amassado ou moido) Bi+Bx+ Gy +Gex 20,0 ugrkg

Farinhas ou Sémolas de milho Bi+B.+ Gy +G, 20,0 pg/kg
Amendoim (com casca, descascado, cru ou tostado) Bi+B,+Gi+G, 20,0 pugkg
Pasta de Amendoim ou Manteiga de Amendoim Bi+Bx+ Gy +G, 20,0 pg/kg

Em 21 de marco de 1996, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), através da Portaria n® 183, adota o regulamento técnico MERCOSUL sobre os
limites maximos de aflatoxinas admissiveis no leite, amendoim e milho, apds aprovacgao pela
Resolugéo n® 56/94, de 12 de janeiro de 1995, que posteriormente é alterado pela Resolucao
MERCOSUL GMC n® 25/02. Os limites de aflatoxinas em matérias-primas destinadas a racao
animal sdo no maximo 50 pg/kg, exceto cao gato que é 20 ug/kg, determinados pela Portaria
MA/SNAD/SFA No. 07, de 09/11/88 (BRASIL, 1996; BRASIL, 1988).

2.4. Controle de fungos toxigénicos e micotoxinas por 6leos essenciais

A prevengdo é a medida mais eficiente de se controlar a contaminagdo. O
conhecimento dos fatores que favorecem a producao de aflatoxinas € util para minimizar o
problema (STUSSI et al., 2002). E importante lembrar que varias praticas agricolas podem
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influenciar a contaminacao das culturas, mas até mesmo a melhor gestdo das estratégias

de exploragdes agricolas ndo pode eliminar totalmente a contaminagdo (JOUANY, 2001).

As aflatoxinas sdo encontradas mundialmente, sendo as regides de temperatura e
umidade elevadas as principais areas de ocorréncia. Detectar a presenga de aflatoxinas em
graos é bastante dificil, uma vez que a contaminagdo é extremamente heterogénea.
Métodos de controle depois que a toxina ja foi produzida pelo fungo e sua inativacao é uma
alternativa dispendiosa uma vez que a contaminagdo dos géneros alimenticios e produtos
agricolas para consumo animal e humano com aflatoxina podem ocorrer apesar dos mais
arduos esforgcos de prevencao, portanto técnicas de controle sdo bastante estudados
(AMARAL et al., 2006). O uso de substancias quimicas é um método de controle muito
utilizado, nos ultimos anos varias pesquisas vém buscando o uso de substancias naturais
como alternativa ao controle quimico com substancia sintética sendo os 6leos essenciais

um dos principais objetos de estudos.

Oleos essenciais sdo compostos volateis extraidos das plantas por processos de
destilagao, sendo o principal a hidrodestilagdo. Quimicamente, constituem-se de misturas de
substancias de baixo peso molecular, divididas em dois grupos: terpenodides (principalmente
monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropandides. Sua fungdo nas plantas estéa relacionada
a comunicagdo quimica no reino vegetal e atuam como armas de defesa quimica contra o
reino animal (WOLFFENBUTTEL, 2007)

A obtencdo de 6bleos essenciais constitui importante atividade econdmica, sendo
amplamente utilizados como fragrancia em cosméticos, aromatizantes de alimentos, bebidas
e produtos de utilidade doméstica, como, por exemplo, detergentes, sabdes, repelentes de
insetos e aromatizantes de ambiente, além de seu emprego como intermediarios sintéticos de
perfumes (BURT, 2004).

Os Oleos essenciais sdao empregados no setor farmacéutico devido as suas
propriedades antimicrobianas. Numerosas pesquisas tém confirmado a acao fungicida, contra
fungos toxigénicos por 6leos essenciais em sistemas de meio de cultura e em alimentos, bem
como seu efeito inibidor de micotoxinas (KOUTSOUMANIS et al., 1998; TSIGARIDA et al.,
2000; CHAO e YOUNG, 2000; SAHIN et al., 2003; GUYNOT et al., 2005; NERI et al,,
2006; PINTO et al, 2006; IRKIN e KORUKLUOGLU, 2007; KUMAR et al, 2007;
OMIDBEYGI et al., 2007). Velluti et al., (2004) relatam o efeito de 6leos essenciais de canela
(Cinnamomum Zzeylanicum), cravo-da-india (Syzygium aromaticum), orégano (Origanum
vulgaris), limao (Citrus limon) na produgéo de zearalenona (ZEA) e desoxinivalenol (DON) por
Fusarium graminearum em gréo de milho contaminados naturalmente.
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Basilico e Basilico 1999 relataram o efeito inibidor de 6leos essenciais de orégano
(Origanum vulgare), hortela (Menta arvensis), manjericao (Ocimum basilicum), salvia (Salvia
officinalis) e coentro (Coriandrum sativum), sobre o crescimento micelial de Aspergillus
ochraceus NRRL 3174 e na producdo de ocratoxina A, nas concentragdes de 0, 500, 750 e
1000 ppm de éleos essenciais durante 7, 14 e 21 dias a 25 °C. Orégano e horteld a 1000
ppm, inibiram completamente o desenvolvimento do fungo e a produgéo da ocratoxina até 21°
dia. O manjericado a 1000 ppm foi eficaz apenas até 7° dia. O orégano a 750 ppm, foi
totalmente eficaz até 14° dia e a hortela nesta concentracao nao inibiu o desenvolvimento do
fungo e nem da produgdo da ocratoxina. Quanto a salvia e o coentro ndo foi observado
atividade.

Singh et al. (1993) relatam o efeito fungicida e fungistatico do 6leo essencial de Mentha
arvensis sobre 23 espécies de fungos, entre elas Fusarium verticillioides Sheld.e F. solani
Mart. (Sacc), nas concentracoes de 500 a 10.000 mg/mL e observaram inibicado de 100% dos
micélios, a partir de 2.000 mg/mL Os resultados mostraram que o éleo de menta (Menta
arvensis) possui atividade fungicida superior a alguns fungicidas comerciais, podendo ser
usado como um forte produto no controle de doencgas de plantas e animais.

Pereira et al. (2006) avaliaram o efeito de déleos essenciais de condimentos em meio
sintético sobre o desenvolvimento micelial dos fungos A. niger, A. ochraceus, A. flavus e
Fusarium ssp. Oleos essenciais obtidos dos condimentos: orégano (Origanum vulgaris),
mangeri¢cao (Ocimum americanum), alecrim (Rosmarinus officinalis) apresentaram indices
variaveis de inibicado no desenvolvimento micelial dos fungos estudados, quando comparados
com a testemunha nao tratada. Os autores observaram que a partir de 500 mg/mL todos os
fungos estudados tiveram o desenvolvimento significativamente reduzido, com excec¢do do
fungo A. niger, resultado semelhante ao observado por outros autores (AKGUL; KIVANG
1988; VELLUTI et al., 2003 e 2004).

Hitokoto et al. (1980), testaram 29 condimentos e observaram uma inibicdo completa de
trés espécies toxigénicas de Aspergillus por extratos de cravo, semente de anis e pimenta,
enquanto que os outros 26 condimentos, foram eficientes somente na inibicdo da aflatoxina.
O eugenol e o timol extraidos respectivamente do cravo e do tomilho causaram inibicao
completa no desenvolvimento de A. flavus e A. versicolor (Vuill) a 0,4 mg/mL na concentracao
de 2 mg/mL, o anetol extraido das sementes de anis inibiu o desenvolvimento de todas as
estirpes testadas.

Oleos essenciais de manjericdo doce (Ocimum basilicum), Cassia (Cinnamomum
cassia), coentro (Coriandrum sativum) e louro (Laurus nobilis) inibiram completamente em

meio de cultura o crescimento micelial de A. parasiticus e a producédo de aflatoxinas nas
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concentracoes de 1-5% (v/v). Nas mesmas concentragdes o 6leo de cassia reduz a producao
da toxina AFB; e AFG; em 97,92% e 55,21% respectivamente, enquanto o coentro ndo tem
qualquer efeito sobre ambos os crescimentos do micélio e nem na producéo de aflatoxina. Os
efeitos destes 6leos em grdos de sorgo foram também avaliados pelos autores que
observaram uma redugdo da contaminacdo de 100% para Ocimum basilicum e 99% para
Cinnamomum cassia, sendo que a mistura dos dois 6leos nas proporcdes 1:1 inibe 100% a
contaminagéo do sorgo pelo fungo (ATANDA et al., 2007).

Oleos essenciais de anis e boldo inibiram o crescimento de A. flavus proporcionalmente
a concentracao utilizada, sendo o maior efeito de 80% de inibicAo para a concentracdo de
500mg/Kg” (BLUMA 2008). Viuda — Martos et al. (2007) também observaram atividade
inibidora do crescimento de A. flavus pelo 6leo de Citrus reticulata nas concentragdes de
0,27%, 0,47%, 0,71% com atividade de 55,5%, 62,8% e 64,8% respectivamente.

Rassoli et al. (2008) relatam a atividade fungicida e a inibicao total da producdo de
aflatoxina em concentragdes de 450 ppm pelo éleo de Rosamarinus officinalis, em Aspergillus
parasiticus. O 6leo essencial da planta é constituido de algumas substancias que ja haviam
sido relatadas anteriormente como possuidoras de atividade antifungica, como borneol, outros
compostos fendlicos e terpenos como canfora, canfeno, 1,8 cineol, a pineno, canfeno,
verbenona e acetato de bornila (DAVIDSON; NAIDU, 2000; CARDENAS-ORTEGA et al.,
2005; MAHMOUD, 1994).

Abyaneh et al. (2008) relatam o efeito inibidor do 6leo essencial Satureja hortensis L. no
crescimento do fungo e na producao da aflatoxina por Aspergillus parasiticus, esta mesma
atividade foi observada por Omidbeygi et al, (2007), para o fungo Aspergillus flavus. Os
autores avaliaram a atividade antifingica do 6leo de Thymus vulgaris e Satureja hortensis em
cultura de Aspergillus flavus e em massa de tomate e os resultados mostraram uma forte
inibicdo do crescimento fungico nas concentracdes de 350 ppm e 500 ppm. O 6leo a 500 ppm
inibiu em 87% o crescimento do fungo na massa de tomate sendo que no meio de cultura
apresentou efeito inibidor de 100%. A atividade antifingica do 6leo essencial e extrato
metandlico de S. hortensis contra A. flavus “in vitro” foi relatada por Dikbas et al. (2008), que
também relata os resultados obtidos com o éleo essencial de Satureja hortensis em placas
contendo A. flavus observando uma reducdo no crescimento de 97% apds 20 dias na
concentracao de 6,25 uL/mL e de 100% na concentragdo de 25 plL/mL.

Segundo Helal et al. (2007) o crescimento micelial de Aspergillus flavus
foi completamente inibido usando 1,5 ug/mL ou 2,0 ug/mL de 6leo essencial de Cymbopogon
citratus aplicada pelo método de fumigacdo. Dose 1,0 pug/mL inibiu cerca de 65% do

desenvolvimento do fungo apds cinco dias de incubagao. Avaliagées microscépicas utilizando
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Microscépio Eletronico foram realizadas em A. flavus ap6s o tratamento com o éleo do C.
citratus observando diminuicdo do diametro hifal, interrupcdes da membrana plasmatica e

desorganizag6es na estrutura mitocondrial.

Neste contexto, ha relatos sobre a agdo de 6leos essenciais e de constituintes de 6leos
essenciais, na degradacdo da parede celular, alteragcdo na membrana plasmatica e nas
proteinas de membrana, no fluxo de elétrons e na coagulagdo do citoplasma de fungos e
bactérias (JUVEN et al., 1994; ULTEE et al., 2002, LUO et al., 2004). Essas agbes sao
justificadas, pois se acredita que os 6leos essenciais constituidos de monoterpenos, possuam
atividade microbiana por desencadearem efeitos toxicos na estrutura e na funcido das
membranas das células dos microrganismos, como alteragdes na fluidez e permeabilidade e
interagdo com componentes internos da célula, acdes estas, explicadas principalmente pelo
carater lipofilico destas substancias (TROMBETA et al., 2005).

2.5. Ageratum conyzoides

O mentrasto (Ageratum conyzoides) é uma planta tropical muito comum na Africa
Ocidental, algumas partes da Asia, América do Sul e América Central. A planta é nativa dos
paises tropicais da América e foi introduzida e naturalizada na India
(YOGANARNARASIMHAM, 2000).

Pertencente a familia Asteraceae € uma erva anual, invasora de culturas e areas nao
cultivadas, em cerca de 50 paises. Esta familia € bem marcada nas suas caracteristicas e
nédo pode ser confundida com qualquer outra. O género Ageratum é composto por cerca de
30 espécies, mas apenas algumas espécies tém sido investigadas fitoquimicamente
(BURKILL, 1985). Na Malasia é muito utilizado como forragem para caprinos, bovinos e
muares. E utilizado largamente na medicina indigena e na medicina tradicional da Asia,
Africa e América do Sul (EKUNDAYO; HILTUNEN, 1988, CASTRO et al., 2004 b, LADEIRA
et al.,, 1987, MING,1999). Na area agricola, € muito perturbadora, interferindo com o
crescimento e com a criagdo de culturas reduzindo entdo o seu rendimento (BANSAL,
1988).

Tem odor peculiar, na Austrélia é comparado ao odor de bode, dai o0 nome popular
de catinga-de bode, dentre outros, como: mentrasto, maria-preta, picao-branco; picao-roxo,
erva-de-Sao Jodo, erva-de-Sao-José, erva-de-Santa-Lucia (LORENZI; MATOS, 2002;
OKUNADE, 2002).

A planta apresenta-se de forma ereta, pilosa e aromatica com até 1 m de altura. O
caule (talos) e folhas sdo cobertos com pélos brancos, sendo que as folhas sdo opostas,
longo-pecioladas, ovlides e &speras, com até 7,5 cm de comprimento. Possuem
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inflorescéncia tipo capitulo com cerca de 30-50 flores de cor lilas a branca (LORENZI;
MATOS, 2002; OKUNADE, 2002).

Figura 4 - Ageratum conyzoides L. (Asteraceae)

Disponivel em: http://vidanatural.fortunecity.com/ageratum.html

A principal razdo do uso de Ageratum conyzoides em varias partes do mundo é por
apresentar efeitos terapéuticos diversos. Na medicina popular é largamente utilizado como
laxante, antipirético, tratamento de Ulceras e curativo, além de sua utilizacdo popular para
cicatrizagao de feridas cuténea (GITHENS, 1948, OKUNADE, 2002). Suas folhas também
foram relatadas em tratamentos de infeccdo por parasitas, reumatismo, cefaléia e célicas
(MENUT et al., 1993). As propriedades antipiréticas e antientérica também foram relatadas
em uma resenha sobre “Plantas medicinais do Senegal" (KERHARO; ADAMS, 1974). A
planta teve seu consumo aumentado desde a incluséo na lista da Central de Medicamentos,
com propriedades analgésicas e antiinflamatérias (CASTRO et al., 2004).

Na Africa Central, A. conyzoides é usada particularmente em feridas causadas por
queimaduras, enquanto que no Quénia (Africa Oriental), é usada na medicina tradicional
como antiasmatica, antiespasmaédica e hemostatica. J4 na Nigéria (oeste da Africa) uma
decoccao da planta é utilizada para tratar a diarréia e para aliviar a dor associada com o
umbigo em criancas (GITHENS, 1948).

Na india, é utilizada no tratamento da hanseniase e a logdo do seu 6leo para oftalmia
purulenta, no Vietnd a planta é particularmente usada para o tratamento de doencgas
ginecoldgicas (KIRTIKAR; BASU, 1991).
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Marques Neto et al. (1988) verificaram em laboratério clinico a atividade analgésica e
tolerabilidade do cha de mentrasto na dor crbnica, em pacientes que sofrem de artrose. Os
resultados indicaram que o cha de mentrasto mostrou atividade analgésica e auséncia de
qualquer efeito secundario, sendo recomendada a inclusdo do cha de mentrasto como uma
opcao alternativa no tratamento da doenca.

No Brasil, o cha é utilizado como antiinflamatério, analgésico e anti-diarréico
(YAMAMOTO et al., 1991). Outras solucdes sao utilizadas contra coceiras, doenga do sono,
elixires para dor de dente, tosse, vermifugo, tbnica e para matar piolhos (flores) (KAPUR,
1993). As folhas sao utilizadas para aplicacdo em cortes, feridas (AHLUWALIA, 1968;
DUTTA; NATH, 1998; GANGWAR; RAMAKRISHNAN, 1990; SUDHAKAR; CHETTY, 1998;
UPADHAY et al., 1998); hemostatico (BANERJEE; BANERJEE, 1986; JAIN; PAND PURI,
1984; JAMIR, 1990; KUMAR; JAIN, 1998; SURESH et al., 1995); como um inseticida
(RAMACHANDRAN; NAIR, 1981); nas dores de cabeca (KAPUR, 1993; MAHESHWARI et
al., 1980); em furinculos (SIDDIQUI et al, 1989); doencas de pele (SANKARAN;
ALAGESABOOPATHI, 1995); micose; em febre tiféide, como antidoto ao veneno (JAIN;
SAHU, 1993; NEOGI et al., 1989); febre amarela; para problemas uterinos (RAJWAR, 1983;
DHASMANA, 1985); prolapso do anus (SINGH, 1988); infeccdo de garganta; na cicatrizagao
de feridas e leucorréia (DAGAR; DAGAR, 1996; KATEWA; ARORA, 1997; SAHOO;
MUDGAL, 1993; SHARMA et al., 1985).

Em relacdo ao seu potencial alelopatico, extratos aquosos foliares, da raiz e da
rizosfera aplicados em solo inibiram o crescimento de outras plantas (JHA; DHAKAL, 1990;
SINGH et al., 2003). No noroeste da india, A. conyzoides é muito comum nos campos de
trigo e gréo de bico durante o periodo de inverno e afeta negativamente o crescimento das
culturas (BANSAL, 1988). Estudos tém demonstrado que A. conyzoides afeta o crescimento
do trigo através da liberagdao de constituintes quimicos sollveis em agua (SINGH et al.,
2003).

O teor de 6leo essencial varia aleatoriamente de 0,11 a 0,58% para as folhas, de
0,03 a 0,18% para as raizes e de 0,1 a 0,2% para as flores, dependendo épocas do ano
(WANDJI et al., 1996; SOOD, 1973).

O ¢6leo essencial de A. conyzoides é relatado por ser venenoso para coelhos devido
a presenca de HCN e cumarina (ABBIW, 1990), também ¢é relatado por possuir atividade
antibacteriana (SHARMA et al., 1979) e atividade antifungica sobre Epidermophyton
floccosum, Microsporum canis e Trichophyton mentagrophytes (SINGH et al., 1986). O 6leo
essencial também apresentou deteriorizagdo na oviposicdo e completa inibigdo do
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surgimento de insetos adultos de Callosobruchus chinensis (GBOLADE et al., 1999) e
mortalidade ninfal de Schistocerca gregaria (KOTEPPA et al., 1998).

A atividade antibacteriana do 6leo essencial de A. conyzoides contra V. cholerae, S.
shigae, S. pyogenes, C. diphtheriae e S. typhi também ja foi relatada (SHARMA et al., 1979a
e SHARMA et al., 1979b), Okunade, (2002) relatou a atividade antibacteriana e antifingica
contra 22 espécies de bactérias e 4 fungos, onde o 6leo essencial inibiu o crescimento de 20
bactérias e 4 fungos (Candida albicans SP-14, Cryptococcus neoformans SP-16, Sclerolium
rolfsii SP-5 e Trichophyton mentagrophytes SP-12). Os extratos das folhas exibem atividade
inseticida (MOREIRA et al., 2004). O éleo essencial de A. conyzoides também mostrou
atividade antifungica contra H. turcicum, H. oryzae, C. capsici, P. setariae e F. moniliforme
(SHARMA et al.,, 1978 e ASTHANA et al.,, 1982). Concentracao de 2000 ppm do 6leo
apresentou atividade antifingica contra E. floccosum, M. canis e T. mentagrophytes (SINGH
et al., 1986).

Testes com o 6leo essencial de A. conyzoides em ratos demonstraram atividades
analgésicas, antiinflamatérias e antipiréticas e nao foi observada toxicidade. Nas doses de
3,0 e 4,0 mL/kg, o 6leo mostrou ter significante atividade anti-inflamatéria. Na dose de 3,0
mL/kg o efeito antipirético foi comparavel com um composto de referéncia (acetil salicilato
50,0 mg/kg), considerando que atividade analgésica foi mostrada nas doses de 2,0, 3,0 e
4,0 mL/kg. A administragao diaria por 7 dias ndo mostrou toxicidade gastrica (ABENA et al.,
1996; MAGALHAES et al., 1997; OKUNADE, 2002).

A planta, que abastece o mercado de Sao Paulo e Rio de Janeiro e, por extenséo,
todo o Brasil, é proveniente do extrativismo (OLIVEIRA et al., 1993).

A composicao quimica dos 6leos varia com as diferentes origens geograficas (VERA,
1993). Segundo Castro et al. (2004) a composi¢ao basica do 6leo essencial de mentrasto é:
(E)-cariofileno (1); precoceno | (2); y-muroleno (3); a-muroleno (4); 6xido de cariofileno (5);
precoceno |l (6); 6-hidroximetil-7-metoxi-2,2-dimetil-2H-cromeno (7) e cumarina (8). O autor
avaliou diferentes acessos da planta de diferentes localidades (Mariana-MG, Piratininga-MG,
Visconde do Rio Grande-MG e Vigcosa-MG), verificando uma variagdo no ndmero de
compostos presentes nos diferentes acessos de mentrasto. No acesso de Piratininga-MG
mais rico em numero de compostos e nos acessos de Vigosa-MG, o menor nimero de
compostos. Os compostos identificados no éleo essencial dos acessos de mentrasto estao
divididos em monoterpenos, sesquiterpenos, cromenos e fenilpropenos. Os dois compostos
precoceno | (2) e precoceno Il (6) foram identificados como os compostos majoritarios,
ambos cromenos. O precoceno | (2) foi o0 composto majoritario no acesso de Piratininga, e o
precoceno Il (6), o composto majoritario nos outros acessos. Outro cromeno identificado,
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relatado pela primeira vez nessa espécie, foi o 6-hidroximetil-7-metoxi-2,2-dimetil- 2H-
cromeno (7), constituinte minoritario e ndo encontrado no acesso de Vigosa (figura 5).

O precoceno | (2) e precoceno Il (6) causaram metamorfoses prematuras em varias
espécies de insetos, causando esterilidade nos adultos (CASTRO et al., 2004a; BOWERS et
al., 1976). Resultados semelhantes foram encontrados em plantas de Ageratum conyzoides
originarias de paises da Asia e Africa, dos quais os constituintes majoritarios também foram
os cromenos (precoceno | (2) e precoceno Il (6)) (WANDJI et al., 1996; MENUT et al., 1993).

Os monoterpenos identificados foram o terpineno-4-ol (10) € o acetato de bornila
(11). Os sesquiterpenos identificados foram o (E)-cariofileno (1), o y-muroleno (2), o ©-
cadineno (9), o a-muroleno (4) e o 6xido de cariofileno (5). Entre os terpenos, o (E)-
cariofileno (1) foi o composto encontrado em maior concentracdo (MENUT et al.,1993;
OKUNADE, 2002).

O &-cadineno (9), composto presente somente no acesso Piratininga, € precursor do
gossipol, composto que atua na defesa quimica das plantas (BUCHANAN et al., 2000).

Em relagdo aos fenilpropenos, identificaram-se as cumarinas (8). A maior
concentracdo de cumarina (8) foi encontrada no acesso Piratininga (3,94%), sendo esta
ausente no acesso Vigosa (CASTRO et al., 2004).

Os componentes mais comuns do 6leo essencial de mentrasto foram também
relatados num estudo realizado comparando 6leo essencial de mentrasto do Vietna, com o
oleo essencial de planta coletado no Congo, o qual observou que o 7-metoxi-2,2-
dimetilcromeno (precoceno 1) (2) variavam de 30% no primeiro, para 93% no Oleo do congo,
ja o derivado do 6,7-dimetoxi ageratocromeno (precoceno |l) (6) observou-se uma variacao
de 0,7 a 55% (WANDJI et al., 1996).
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Figura 5 - Estruturas quimicas dos principais componentes do 6leo essencial de folhas e

flores de Mentrasto.
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3. OBETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial do 6leo essencial de folhas e flores de mentrasto (Ageratum
conyzoides) na inibicao do crescimento e da producao da aflatoxina By (AFB,) em cultura de
Aspergillus flavus.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Verificar a composigdo quimica do 6éleo essencial das folhas e flores de
mentrasto;

3.2.2. Avaliar diferentes concentracbes do o6leo essencial das folhas e flores em
culturas de Aspergillus flavus, verificando o crescimento e produgéo de aflatoxina
B1;

3.2.3. Fracionar o 0leo essencial para obtencdo do principio ativo inibidor do
crescimento e da producéo de aflatoxina By;

3.2.4. Avaliar possiveis alteragbes na ultra-estrutura celular do fungo.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais

Cromatofolha de silica gel 60 (Merck), hexano, cloroférmio PA (Merck), tween 80 (Sigma),
acetona (Merck), sacarose (Synth), extrato de levedura (Difco), agar batata dextrose (Difco),
sulfato de sbdio anidro, benzeno, acetonitrila, cédmara de neubauer, coluna para
cromatografia, cuba para cromatografia, vidraria geral de laboratério, fotodensitbmetro com
lampada de xenénio (Shimadzu, modelo CS9000), leitor de placa (BIO-RAD, modelo 3550
UV), Microscopio (Zeiss), banho com aquecimento (Fisaton), rotaevaporador (Fisaton),
estufas (Fanem), clevenger (Marconi), lampada UV (Camag), cromatografo a gas acoplado
a espectrometro de massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), estufa com placa agitadora
(Marconi), autoclave (Fabbe), camara de fluxo laminar (Marconi), microscopio eletrénico de
trasmissao (Philips EM 208), ultramicrétono (LKB IIl), glutaraldeido, tampéo fosfato, tetréxido
de 6smio, acetato de uranila, acetona, resina Spurr, forno para polimerizar, tela de cobre,
filme parlédio reforgado com carvao, citrato de chumbo.

4.2. Meios de cultura

O meio semi sintético de YES (DAVIS; DINNER, 1966), empregado para testes de producao
AFB;, foi utilizado como meio de cultura e preparado de acordo com a férmula:

SaCAr0Se. . eveeeeiieee e 200 g
Extrato de Levedura................ 209
Agua destilada......................... 1000 mL

Dissolver a quente a sacarose e o extrato de levedura na agua e autoclavar a 120 °C por 15
minutos.

Meio batata dextrose agar (BDA), foi empregado para estimular a esporulagdo fungica e
para testes de disco de difusdo. Foi adquirido da Difco e utilizado de acordo com instrucoes
de rétulo.

4.3. Cepa de Aspergillus flavus

A cepa de Aspergillus flavus produtora de aflatoxina By isolada do solo de plantagcado de
arroz, foi cedida pela Unidade Laboratorial de Referéncia de Microbiologia localizada no
Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) — Campinas - SP.
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4.4. Teste de producao de aflatoxina B, pela cepa de A. flavus

Aspergillus flavus foi inoculado em meio de cultura batata dextrose 4gar e mantido por 10
dias a 25 °C. No 119 dia foi preparada uma suspensao de esporos lavando-se as culturas
com uma solugéao estéril de Tween 80 (0,2 %).

O in6culo foi transferido para tubo de ensaio contendo 5 mL de meio YES. A cultura foi
incubada a 25 °C por 5 dias em uma incubadora agitadora e no 6° dia a producdo da
aflatoxina B, avaliada. O teste foi realizado em quadruplicata.

4.5. Material Vegetal

O Ageratum conyzoides foi coletado em Ibitna - Sao Paulo entre julho e agosto (2007). As
folhas e flores foram armazenadas sob resfriamento (4 °C) até posterior utilizagdo. Um
exemplar foi depositado no herbario da Prefeitura Municipal de Sado Paulo (PMSP 9686).

4.6. Extracao do oleo essencial de Ageratum conyzoides

Na extragao por hidrodestilagdo do 6leo essencial das folhas e flores de mentrasto, foi
utilizado o aparelho Clevenger, adaptado a um baldo de fundo redondo com capacidade de
1.000 mL (MING et al.,, 1996). O baldo foi carregado com 300 gramas da planta fresca
cortada e 500 mL de agua destilada, em cada extragdo. O tempo de extragao variou de 120
a 180 min. Depois de obtido o hidrolato (mistura de agua + 6leo), o éleo foi extraido com 50
mL hexano em funil de separagao, a extracao foi repetida por 3 vezes. A fracdo organica
obtida foi tratada com sulfato de s6dio anidro em excesso. Apés 5 minutos em repouso, a
solugao foi filtrada e concentrada em rotaevaporador a 40 °C, o 6leo obtido foi transferido
para frascos apropriados e mantido em refrigeragéo (4 °C).

4.7. Identificacdo da composicao quimica do 6leo essencial de mentrasto

A identificacdo das substancias foi conduzida em cromatégrafo a gas acoplado a
espectrdmetro de massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), dotado de coluna capilar de silica
fundida OV - 5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 uym Ohio Valley Specialty Chemical, Inc.), operando
por impacto de elétrons (70 eV.), realizado no Laboratério de Fitoquimica do Instituto
Agronémico.

Condigdes de Analise:

Injetor. 240 °C; Detector: 230 °C; Gas de arraste He; Vazdo: 1,7 mL/min; Diluicdo: 2 uL 6leo
essencial/1,0 mL acetato de etila, Volume de Injecdo: 1 pL, Split. 1/30; Programa de
Temperatura: 60 °C — 240 °C, 3 °C/min.
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A identificacdo das substancias foi efetuada através da comparacédo dos seus espectros de
massas com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 lib.) e literatura (MCLAFFERTY;
STAUFFER,1989) e indice de retencdo (ADAMS, 2001). Os indices de retencao (IR) das
substancias foram obtidos através da co-injecdo da amostra com uma série homologa de n-
alcanos (CgHsy — CasHss, Sigma — Aldrich, 99%) no seguinte programa de temperatura: 60 °C
— 240 °C, 3 °C/min. (ADAMS, 2001), aplicando-se a equacdo de Van den Dool e Kratz
(1963).

4.8. Fracionamento do 6leo essencial de mentrasto

Foram fracionadas 50 mg do 6leo essencial de folhas e flores de mentrasto em coluna de
silica gel 60, eluida com hexano, fornecendo 212 fragbes de aproximadamente 3 mL e
cromatografadas em cromatografia em camada delgada eluida com hexano e reveladas em
cuba saturada com iodo e reunidas de acordo com o perfil cromatografico, obtendo-se 8
subfracdes, as quais apds a secagem do solvente foram avaliadas em cultura de A. flavus.

4.9. Avaliagao do 6leo essencial de mentrasto em cultura de A. flavus
4.9.1. Determinagao da sensibilidade fungica ao 6leo essencial de mentrasto

A determinacdo da sensibilidade flngica ao éleo essencial bruto e subfragdes foi realizada
através do método de superficie. Repiques de Aspergillus flavus foram transferidos para
tubos contendo agar batata dextrose e incubados por 10 dias a 25 °C para esporular. No 11°
dia os esporos de A. flavus foram inoculados em placa de Petri contendo BDA, e discos de
papéis estéreis de 6 mm de didmetro embebidos em 6leo essencial bruto e suas subfragdes
foram adicionados assepticamente na placa de Petri. Como controle positivo foi empregado
o fungicida Benlate 50 WP (5,27 mg/mL). As placas foram incubadas a 25°C por 5 dias,
durante este periodo foram realizadas leituras diarias dos halos de inibigdo. O teste foi
realizado em triplicata.

4.9.2. Avaliacao de producao de Aflatoxina B,

Asperygillus flavus foi inoculado em meio de cultura BDA e mantido por 10 dias a 25 °C. No
112 dia foi preparada uma suspensao de esporos lavando-se as culturas com uma solucao
estéril de Tween 80 (0,2 %) e efetuou-se a contagem dos esporos em camara de Neubauer.

O inéculo contendo 2,6 x 10* esporos/mL foi transferido para tubo de ensaio contendo 5 mL
de meio YES com diferentes concentragdes do 6leo essencial 30 ug/mL, 20 pg/mL, 10
ug/mL, 5 pg/mL, 1 pg/mL, 0,40 ug/mL, 0,20 ug/mL, 0,10 ug/mL, 0,04 pg/mL, 0,02 ug/mL e
0,01 ug/mL. A cultura foi incubada a 25°C por 5 dias em uma incubadora sob agitacao e no

6° dia a produgao da aflatoxina B, foi avaliada. Teste realizado em quadruplicata.
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4.9.3. Extracao de aflatoxina B,
A aflatoxina do micélio e do filtrado foram extraidas da seguinte forma:

O filtrado foi colocado em um funil de separacéo e a AFB; extraida com 5 mL de cloroférmio
por trés vezes. O solvente foi evaporado a pressao reduzida em rotaevaporador e
transferido para um volume conhecido de cloroférmio (1 mL) e, depois, aplicado em placa de
silica gel G-60 Merck. (DAVIS; DINNER, 1966)

Micélio: Apds a secagem e pesagem, o micélio foi triturado manualmente em cadinho de
porcelana para posterior extracdo em incubadora com placa agitadora, onde se adicionou 5
mL de cloroférmio e agitou-se por 30 minutos. O produto foi filtrado, evaporado em
rotaevaporador e transferido para um volume conhecido de cloroférmio (1 mL) e, entao
aplicado em placa de silica gel G-60 Merck.

4.9.4. Quantificacao de AFB,

Uma aliquota de concentragao conhecida de padrao de AFB;, juntamente com as amostras
foram aplicadas em placa de silica gel G-60. A placa foi eluida unidimensionalmente com a

mistura de solvente cloroférmio: acetona (9:1) v/v.

ApoOs a secagem do solvente, a placa foi analisada em fotodensitdbmetro a 360 nm, para
andlises das amostras e do padrao. A quantificacdo das amostras foi feita por comparagao
das areas das amostras com a do padrao.

4.9.5. Avaliacao do crescimento do fungo pelo peso seco

O micélio retirado do meio de cultura foi lavado com agua destilada e levado a estufa por
trés dias a 50 °C, para secagem e determinacao do peso seco.

4.10. Microscopia eletrénica

Os fungos controles (concentracdo de 0% de 6leo essencial) e os fungos tratados com as
diferentes concentracdes de 6leo essencial concentragdes (30 ug/mL, 20 ug/mL, 10 pg/mL,
5 ug/mL, 1 ug/mL, 0,40 pg/mL, 0,20 pug/mL, 0,10 ug/mL, 0,04 ug/mL, 0,02 pug/mL e 0,01
ug/mL), foram encaminhados para a visualizagdo de sua ultra-estrutura pela técnica de
inclusdo em resina Spurr e posterior obtencao de cortes ultrafinos.

Pequenos fragmentos do micélio do fungo foram fixados em solucao de glutaraldeido 2,5 %,
diluido em tampao fosfato 0,1 M pH 7,2, por 12 horas em temperatura de 4°C. Apos este
tempo os fragmentos foram lavados no mesmo tampao, por 3 vezes, 5 minutos cada

passagem e, entdo, pos-fixados em tetroxido de ésmio 1 % em agua, por 4 horas em
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temperatura ambiente na auséncia de luz. Apds este periodo foram lavados por 6 vezes
com agua destilada, 5 minutos cada passagem.

Os fragmentos foram, entao, fixados/contrastados in bloc com acetato de uranila 4 % por 18
horas e, em seguida, desidratados em série cetdnica crescente (50, 70, 90 € 100 %) por 5
minutos, 3 vezes em cada concentracdo, salvo na concentracdo de 100%, onde os
fragmentos permaneceram por 15 minutos, por 3 vezes.

Ap0s a desidratagcédo, os pequenos fragmentos foram colocados em uma solugdo de resina
Spurr e acetona 100 % (1:1) por cerca de 24 horas sob rotacdo em temperatura de 37°C
para, em seguida, serem colocados em resina Spurr pura, por 4 horas, também sob rotagao
na mesma temperatura. Posteriormente os fragmentos foram colocados em molde de
silicone preenchido com resina Spurr pura, a qual foi polimerizada em forno a 60 °C por 72
horas. Os blocos, contendo o fragmento em estudo, foram seccionados para a obtencao dos
cortes ultrafinos em um Ultramicrétomo (LKB IlI).

Os cortes obtidos foram depositados em telas de cobre, cobertas com filme parlédio
reforcado com carvéo, contrastados com acetato de uranila 2,5 % por 30 minutos, lavados
com agua destilada, pés-contrastados com citrato de chumbo por 2 minutos e finalmente
lavados, novamente, com agua destilada (MARTELLI; RUSSO, 1984). As preparacdes
foram observadas sob microscopio eletrénico de transmissao (Philips EM 208), do
Laboratério de Microscopia Eletrdnica do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em
Sanidade Vegetal do Instituto Bioldgico.

4.11. Andlise estatistica

A inibicdo da producdo de AFB; e do crescimento do fungo (através do peso seco) foi
avaliada empregando-se a andlise de variancia pelo teste de ANOVA com nivel de
significancia de p < 0,05 e o teste de Tukey-Kramer para analise de variancia por
comparacao multipla com nivel de significancia p < 0,05 e q > 4,457, utilizando o programa
GraphPad Instat versao 2.00.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliagao do 6leo essencial de mentrasto em cultura de A. flavus

5.1.1. Determinacao da sensibilidade fungica do 6leo essencial bruto

Os dados in vitro obtidos mostraram que apés 5 dias de incubagéo o 6leo essencial
do mentrasto inibiu o crescimento flngico, formando um halo de 1,2 cm de didametro em
média, efeito também observado no controle positivo, onde houve formagédo de um halo de
2,5 cm (figura 6), demonstrando o efeito inibidor de 48%.

Figura 6: Halo de inibicao do 6leo de mentrasto em A. flavus a = grupo controle, b = 6leo
essencial de mentrasto

5.1.2. Determinac¢ao da sensibilidade fingica das subfracées do dleo essencial

Apenas subfragdes dos grupo 2, 3 e 4 apresentaram alteragdo no crescimento do fungo. Foi
observado a formagao de um pequeno halo (inferior & 1cm) de inibigcdo apenas na subfragao
4 indicando efeito inibidor do crescimento e nas subfragcbes 2 e 3 observou-se atividade
fungistatica (figura 7), as demais fragdes nao alteraram o crescimento do fungo.
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Figura 7: Resultado de atividade das subfragées 1, 2, 3 e 4 do éleo de mentrasto em cultura
de A. flavus

5.2. Teste de producao de Aflatoxina
5.2.1. Quantificacado da toxina

Nas concentragdes iguais ou acima de 0,1 pug /mL do 6leo essencial testadas, ndo foram
quantificadas aflatoxina, indicando inibicado de 100% da produgéo da toxina, enquanto que
nas concentragées mais baixas (0,04 ug/mL, 0,02 pg/mL e 0,01 pug/mL) a inibicdo da

produgéo de aflatoxina, diminui para 65%, 65% e 48%, respectivamente (tabela 2 e figura 8).
5.2.2. Avaliacao do crescimento do fungo

Com relagédo aos resultados obtidos observou-se uma crescente inibicao do crescimento do
fungo, estatisticamente significante (p > 0,05), a medida que se aumenta a concentragdo do

6leo essencial (tabela 2 e figura 8).
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Tabela 2 — Efeito inibitorio de diferentes concentracées de 6leo essencial de mentrasto no
crescimento do fungo e na inibigdo da biossintese da aflatoxina em porcentagem

Concentracao Inibicao do Inibicao da Producao
Crescimento (%) de toxina (%)

pug/mL (ppb) %

30 3 58 100
20 2 61 100
10 1 44 100
5 0,5 45 100
1 0,1 63 100
0,4 0,04 63 100
0,2 0,02 57 100
0,1 0,01 49 100
0,04 0,004 30 65
0,02 0,002 29 65
0,01 0,001 20 48
120
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Figura 8 - Avaliagcéo da inibigdo do crescimento e da produgéo de aflatoxina B, por A. flavus
nas concentracdes de 30ug/mL, 20ug/mL, 10ug/mL, 5ug/mL, 1ug/mL, 0,4ug/mL, 0,2ug/mL,
0,1ug/mL, 0,04ug/mL, 0,02ug/mL, 0,01pug/mL de éleo essencial de mentrasto.
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5.3. AVALIACAO DA CONSTITUICAO QUIMICA
5.3.1. Identificacao da composicao quimica do dleo essencial

Anadlise da composicao quimica do 6leo essencial de mentrasto por GC-EM mostrou que o
6leo é constituindo de monoterpenos, sesquiterpenos, cromenos e fenilpropenos (tabela 3).
Observa-se que os dois principais constituintes sdo precoceno Il (46,35%) e precoceno |
(42,78) (figura 8).

I Meom
Me o MeO (@)
Precoceno | Precoceno i

Figura 9 — Estruturas quimicas dos dois principais constituintes do 6leo de mentrasto
analisado por CG-EM

Tabela 3: Principais componentes identificados como constituintes do 6leo essencial de
mentrasto utilizado no experimento.

RT [%] IR* IR**
Constituintes
Acetato de Bornila 19,494 0,20 1285 1285
Andro encecalinol 24,606 0,20 - -
trans-cariofileno 25,458 3,02 1422 1418
Cumarina 25,621 5,01 1426 1429
a-humuleno 26,892 0,18 1456 1454
Dimetoxi ageratocromeno 27,096 42,78 1461 -
(Precoceno I)
Ageratocromeno (Precoceno l) 35,056 46,35 1659 -

RT: tempo de retengéo (min) (*) indices experimentais de retencao (**) indices de retengéo
da literatura (ADAMS, 2001)
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5.3.2. Identificacao da composicao quimica das fracées do dleo essencial

A analise da constituicao quimica das fragdes utilizando CG-EM mostrou que as 3 fracbes
ativas tinham como constituintes comum o precoceno |l e este composto é o constituinte
principal (tabela 4,5 e 6). As fracdes inativas ndo sao constituidas de precoceno Il (tabela 7,
9 e 10), exceto a fracdo 6 que apresenta em sua constituicio 92,64% de cumarina e
apenas 7,36% de precoceno Il (tabela 8).

Tabela 4: Constituintes quimicos da fracao 2 de 6leo essencial de mentrasto.

o Tempo de [%] IR* IR**
Pico Substancias -
retencao
1 Dimetoxi ageratocromeno 26,188 53,75 1456 -
(Precoceno |)
2 Ageratocromeno 33,794 46,25 1653 -
(Precoceno )
TOTAL 100

(") Indice de retencao experimental (**) Indice de retencao literatura (ADAMS, 2001)

Tabela 5: Constituintes quimicos da fracao 3 de 6leo essencial de mentrasto.

Tempo de [%] IR* IR**
Pico Substancias .
retencao
1 Ageratocromeno 33,785 100,00 1653 -
(Precoceno )
TOTAL 100

(") Indice de retencao experimental (**) Indice de retencao literatura (ADAMS, 2001)
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Tabela 6: Constituintes quimicos da fragcao 4 de 6leo essencial de mentrasto

Tempo de retencao [%] IR* IR*

Pico Substéancias
1 Cumarina 24,754 23,69 1429 1421
2 Ageratocromeno 33,794 76,31 1653 -

(Precoceno 1)

TOTAL 100

(*) Indice de retencao experimental (**) Indice de retengao literatura (ADAMS, 2001)

Tabela 7: Constituintes quimicos da fracao 5 de 6leo essencial de mentrasto.

[%] IR* IR*

Pico Substancias
1 Cumarina 100 1423 1429
TOTAL 100

(") Indice de retencao experimental (**) Indice de retencao literatura (ADAMS, 2001)

Tabela 8: Constituintes quimicos da fracao 6 de 6leo essencial de mentrasto.

[%] IR* IR*

Pico Substancias
1 Cumarina 92,64 1423 1429
1 Ageratocromeno (Precoceno 1) 7,36 1653 -
TOTAL 100

(") Indice de retencao experimental (**) Indice de retencao literatura (ADAMS, 2001)
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Tabela 9: Constituintes quimicos da fragcao 7 de 6leo essencial de mentrasto.

[%] IR* IR*

Pico Substancias
1 Cumarina 100 1423 1429
TOTAL 100

(*) Indice de retencao experimental (**) Indice de retengao literatura (ADAMS, 2001)

Tabela 10: Constituintes quimicos da fragdo 8 de 6leo essencial de mentrasto.

[%] IR* IR**
Pico Substancias
1 Cumarina 41,43 1423 1429
2 ni*** 41,59 1594 -
3 Andro encecalinol 7,44 1671 1675
4 Isdbmero do Andro encecalinol 9,53 1803 -
TOTAL 100

(*) Indice de retencao experimental (**) Indice de retencéo literatura (ADAMS, 2001)

(***) Substancia aromatica nao identificada

5.4. Microscopia eletronica de transmissao

As células fangicas do grupo controle (0% de 6leo essencial) apresentaram-se
normais: nucleo (N) (figura 10), vacuolos (V) (figura 10), granulos eletro densos (GED)
(figura 21), mitocéndrias (Mit) (figura 23). Foi observada maior densidade das organelas das
células controle, quando comparadas com as células dos fungos incubados com diferentes
concentragdes do 6leo.

Na microscopia eletrébnica dos fungos tratados com o6leos essenciais, pode-se
observar alteragdes ultra-estruturais, dependente da concentracdo de 6leo essencial
utilizado, sendo mais evidentes nas concentragdes maiores. Foi constatado que a alteracao
ultra-estrutural celular mais evidente ocorreu no sistema de endomembranas, afetando
principalmente a membrana plasmatica (MP) e as organelas membranosas, especialmente
as mitocdndrias.
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Nas células controle a parede celular (PC) apresentou-se uniforme e completamente
cercada por uma camada fibrilar (CF) intacta (figura 11). A membrana plasmatica (MP)
mostrou-se linear e com formato relativamente uniforme. Nas células tratadas a parede
celular apresentou-se intacta em todos os tratamentos com éleo essencial. Foi nitida a
alteracdo ocorrida com a camada fibrilar que circunda esta parede (figura 11), onde se
observou o inicio do afrouxamento e do destacamento da camada. Também se observou
uma diminuicao da espessura da camada (figura 13). Nas células tratadas com 0,4 ug/mL e
1 ug/mL dleo essencial de mentrasto, observou-se que a camada fibrilar passou a
apresentar falhas na sua deposicao (figuras 14 e 15) sobre a parede celular. Nas células
tratadas com 30 pg/mL, esta camada passa praticamente a ndo ser mais evidenciada (figura
16).

A membrana plasmatica (MP) perdeu o aspecto linear apresentando vilosidades
(figuras 12, 14 e 15) e invaginacdes com tendéncia a formacgao de vesiculas (figuras 16, 19
e 22). Em algumas situagdes observou-se dissociagdo da membrana plasmatica em relagao
a parede celular (figura 20).

Os granulos eletro densos das células controle apresentaram-se com aparéncia
densa (figura 21). Nas células dos fungos tratados com 0,2 pg/mL, 0,01 pg/mL e 0,04 ug/mL
de 6leo essencial observou-se desagregacao gradual do conteddo dos granulos em fungéo
do aumento da concentracao do 6leo essencial de mentrasto (figuras 17, 22 e 23). A néao
visualizacdo destas estruturas nos tratamentos mais concentrados (2 ug/mL e 30 pg/mL)
pode ser justificada pela total dissolugdo dos GEDs, ndo permitindo a sua identificagao
dentro da célula.

As células controle apresentaram as mitocdndrias com organizagao tipica, ou seja,
contetdo uniforme e cristas distribuidas homogeneamente no seu interior (figura 24). Nas
células tratadas com 0leo essencial pode-se observar uma desorganizagdo da estrutura
interna das mitocondrias acarretando na diminui¢cdo das suas cristas (figuras 12 e 15 mit. a),
diminuicdo da densidade da matriz mitocondrial em relagdo ao citoplasma (figura 17) e
polarizacdo das cristas (figura 16). Além disso, um aspecto interessante visualizado foi a
invaginagdo da membrana mitocondrial (figura 15 mit b), acarretando na formacéo de
vesicula dentro da mitocéndria (figuras 14, 15 e 19). Esta alteragdo foi evidenciada a partir
do tratamento de 0,4 pg/mL (figura 14). No tratamento de 1 pg/mL pode-se também
observar a nitida presenga de um componente fibrilar dentro destas invaginagdes (figura 15
mit b).
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FIGURA 10: Microscopia eletronica de células fungicas de A. flavus nao tratadas com éleo
essencial de mentrasto, mostrando Nucleo (N) Vacuolo(V) com aspectos normais.

FIGURA 11: Microscopia eletrdnica de células fungicas de A. flavus nédo tratadas com éleo
essencial de mentrasto mostra da Membrana plasmatica (MP) com aparéncia uniforme e
linear, Camada fibrilar (CF) com aparéncia intacta e parede celular (PC) uniforme.



34

FIGURA 12: Microscopia eletrénica de células fungicas de A. flavus tratadas com 0,01ug/mL
6leo essencial de mentrasto, mostra afrouxamento e o destacamento da camada fibrilar (CF) e a
diminuicdo de sua espessura, membrana plasmatica (MP) com vilosidades e a desorganizacao

da estrutura das mitocondrias (Mit) acarretando diminuigao das cristas.

FIGURA 13: Microscopia eletrénica de células fingicas de A. flavus tratadas com 0,2ug/mL éleo

essencial de mentrasto, mostra a diminuigdo da espessura da camada fibrilar (CF).
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FIGURA 14: Microscopia eletrénica de células fungicas de A. flavus tratadas com 0,4ug/mL éleo
essencial de mentrasto, mostra membrana plasmatica (MP) ndo linear com vilosidades a
diminuicdo da espessura da camada fibrilar (CF), diminuicdo da espessura da camada fibrilar
(CF) e a desorganizagao da estrutura das mitocéndrias (Mit) acarretando diminuigcdo das cristas.

FIGURA 15: Microscopia eletrénica de células fungicas de A. flavus tratadas com 1ug/mL éleo
essencial de mentrasto, mostra a diminuigdo da espessura da camada fibrilar (CF), e falhas NBA
deposicdo da camada fibrilar (CF) sobre a parede celular (PC), e a desorganizagéo da estrutura
das mitocOndrias (Mit) acarretando diminuigdo das cristas (Mit a) e ainda invaginagdes da
membrana mitocondrial acarretando formagéao de vesiculas dentro da mitocéndria (Mit b) .



36

FIGURA 16: Microscopia eletrGnica de células fungicas de A. flavus tratadas com 30ug/mL 6leo
essencial de mentrasto mostra camada fibrilar (CF) praticamente nao evidenciada, membrana
plasmatica (MP) com invaginagdes com tendéncias a formagao de na estrutura das mitocondrias
(Mit) observa —se uma polarizagéo das cristas.

FIGURA 17: Microscopia eletrénica de células fungicas de A. flavus tratadas com 0,2 pg/mL 6leo
essencial de mentrasto mostra desagregacao gradual do contetido dos granulos elétrons densos
(GEDS) e a diminuigéo da densidade mitocondrial (Mit) em relagéo ao citoplasma.
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FIGURA 18: Microscopia eletrénica de células fungicas de A. flavus tratadas com 0,4ug/mL éleo
essencial de mentrasto mostra a desorganizag¢do da estrutura das mitocéndrias a diminuigéo das
cristas (Mit a) e vesiculas dentro da mitocondria (Mit b).

FIGURA 19: Microscopia eletronica de células fungicas de A. flavus tratadas com 0,2 pg/mL éleo
essencial de mentrasto mostra a membrana plasmatica com invaginacdes com tendéncia a

formacéo de vesiculas e mitocondrias (Mit) com vesiculas internas.
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FIGURA 20: Microscopia eletrénica de células fungicas de A. flavus tratadas com 0,02ug/mL
6leo essencial de mentrasto, mostra a dissociacdo da membrana plasmatica (MP) em relacdo a

parede celular (PC), (*) regido de dissociagao.

FIGURA 21: Microscopia eletrénica granulos elétrons densos (GEDS) de células fungicas de
A. flavus néo tratadas com 6leo essencial de mentrasto, com aparéncia densa.
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FIGURA 22: Microscopia eletrdnica de células fungicas de A. flavus tratadas com 0,01 ug/mL
Oleo essencial de mentrasto mostra a membrana plasmatica (MP) com invaginagbes com

tendéncia a formacédo de vesiculas e desagregacdo gradual dos granulos elétrons densos

(GEDS).
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FIGURA 23: Microscopia eletronica de células fungicas de A. flavus tratadas com 0,04 ug/mL

Oleo essencial de mentrasto mostra a desagregacdo gradual dos grénulos elétrons densos

(GEDS) até a nao visualizagao.
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FIGURA 24: Microscopia eletronica de células fungicas de A. flavus nao tratadas com 6leo
essencial de mentrasto, apresenta mitocéndrias (Mit) com organizagao tipica conteldo

uniforme e cristas distribuidas homogeneamente no seu interior.
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6. DISCUSSAO

O teste de determinacdo de sensibilidade fungica demonstrou que o 6leo essencial
bruto inibiu em 48 % o crescimento do fungo. A inibi¢ao do crescimento de A. flavus também
foi verificada com o teste de avaliagdo do crescimento do fungo pelo peso seco, onde as
diferentes concentragbes (30 ug/mL, 20 pg/mL, 10 ug/mL, 5 ug/mL, 1 pg/mL, 0,40 ug/mL,
0,20 pug/mL, 0,10 pg/mL, 0,04 ug/mL, 0,02 ug/mL e 0,01 ug/mL) inibiram o crescimento do
fungo em 58 %, 61 %, 44 %, 45 %, 63 %, 63 %, 57 %, 49 %, 30 %, 29% e 20%,
respectivamente (tabela 2).

A acdo antimicrobiana de o6leos essenciais e terpenos volateis como carvacol,
cyneborneol, canfora, 1,8 cineol, a- pineno, acetato de bornila, sobre fungos em sistemas de
modelos e em alimentos é relatada por varios autores (DAVIDSON; NAIDU, 2000,
KOUTSOUMANIS et al.,1998).

Omidbeygi et al. (2007) avaliou a atividade antifingica do éleo de Thymus vulgaris
em Aspergillus flavus no meio de cultura e em massa de tomate e os resultados mostraram
uma forte inibicao do crescimento fungico nas concentracdées de 350 ppm e 500 ppm. O 6leo
a 500 ppm inibiu em 87 % o crescimento do fungo na massa de tomate, sendo mais ativo
meio de cultura cuja inibicao foi 100%.

Ha relatos de redugcdo na germinacao de esporos de A. flavus e A. parasiticus por
6leos essenciais de anis, boldo e orégano (BLUMA et al., 2008). Viuda - Martos et al. (2007)
também observaram atividade inibidora do crescimento de A. flavus pelo éleo de Citrus
reticulata nas concentragoes de 0,27 %, 0,47 %, 0,71 % com atividade de 55,5 %, 62,8 % e
64,8 %, respectivamente, resultados bem préximos ao obtido no presente estudo em
concentracoes também similares, (0,5 % € 1 %) as quais apresentaram um efeito de 63 %
de inibicdo. Outro resultado bastante interessante quanto a reducédo do crescimento de A.
flavus por 6leo essencial foi relatado por Dikbas et al. (2008) o qual mostra excelentes
resultados obtidos com o 6leo essencial de Satureja hortensis, observando uma redugao no
crescimento de 97 % apés 20 dias na concentracdo de 6,25 pL/mL e de 100 % na
concentracao de 25 pL/mL.

A inibicdo total da producdo da aflatoxina foi observada em concentragbes muito
baixas como 30 pug/mL, 20 pug/mL, 10 ug/mL, 5 ug/mL, 1 pg/mL, 0,40 ug/mL, 0,20 pug/mL,
0,10 ug/mL, e em concentracbes extremamente baixas 0,04 ug/mL, 0,02 ug/mL e 0,01
ug/mL observou-se uma inibicdo de 65 %, 65 % e 48 % respectivamente. Rassoli et al.
(2008) relatam a inibicao total da producéao de aflatoxina em concentracoes de 450 ppm pelo
6leo de Rosamarinus officinalis, enquanto que em concentragdes muito mais baixas, entre
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30 e 0,1 pg/mL o éleo de mentrasto inibe a totalmente biossintese da aflatoxina (tabela 2 e
figura 8). Nossos dados mostraram que a exposi¢cao de cepas toxigénicas de A. flavus, ao
6leo essencial de folhas de Ageratum conyzoides resulta numa inibicdo total da producao de
aflatoxina para concentragdes 30 pg/mL, 20 pug/mL, 10 ug/mL, 5 pg/mL, 1 pg/mL, 0,40
ug/mL, 0,20 pg/mL, 0,10 pg/mL, mas ndo sobre o crescimento fingico, uma vez que as
mesmas concentragbes apresentam efeito inibidor ao redor de 60%.

O efeito inibidor da producao de aflatoxina nao foi estatisticamente significante pelo
método utilizado, apesar de seu valor ter sido superior a 48%.

Pela microscopia eletrénica de transmisséo foi observado que o 6leo essencial de
folhas e flores de mentrasto agiu na parede celular e nas organelas membranosas,
especialmente nas mitocondrias do fungo, provocando um dano direto. Além disto, os
resultados obtidos por microscopia eletrénica de transmissao das células do grupo controle
(incubados sem 6leo essencial), quando comparados com células fungicas tratadas com
diversas concentragdes de 6leo essencial de mentrasto, mostraram que as alteragoes
celulares sdo dependentes da concentragao.

Sao0 poucos os estudos que relatam o mecanismo de agdo de dleos essenciais na
inibicdo do crescimento e na produgdo de micotoxinas. A alteracdo ocorre na
permeabilidade da célula, devido as alteracbes da membrana plasmatica que resulta na
diminuicao dos micélios e formagao de vesiculas nas membranas vinculadas no interior das
células. Além disso, também foi observada alteracdo nas membranas de organelas,
principalmente das mitocondrias, e ainda é importante relatar a delecao e destruicdo dos
GEDs. Abyaneh et al. (2008) apesar de terem trabalhado com substancia sintética, também
relatam alteragdo nas mitocondrias e nos GEDs, além de ruptura nas membranas do nucleo
e reticulo endoplasmatico. Alteragdes na membrana plasmatica e nas mitocondrias também
foram relatados por Rasooli et al. (2006) que neste caso investigaram a acdo do 6leo
essencial de duas espécies de Thymus sobre o fungo A. niger.

Os resultados indicam que o O6leo essencial de mentrasto em diferentes
concentracdes atravessa nao s6 a parede celular, mas também a membrana plasmatica e,
em seguida, interage com as estruturas membranosas citoplasmaticas das organelas.
Concluimos também, assim como Rasooli et al. (2006) que o 6leo essencial de A.
conyzoides apresenta atividade antifungica contra A. flavus acarretando alteragdes
morfologicas deletéricas.

Luo et al. (2004) também relatam os resultados de microscopia eletronica de
transmissdo das células de Aspergillus flavus submetida a incubacdo com citral e
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observaram que a substancia provoca um prejuizo direto na parede da membrana. As
andlises dos parametros morfolégicos sugerem que a diminuigdo da producgao de aflatoxina
estd relacionada com o aumento na rigidez da membrana e uma diminuicdo na sua
flexibilidade.

Embora tenha sido claramente demonstrado que a biossintese das aflatoxinas é
estreitamente relacionada com a diferenciacdo fungica, muitos aspectos desta correlagéo
continuam sendo estudados (CALVO et al.,, 2004; KELLER et al., 2000). Em fungos
aflatoxigénicos, a producdo de AFS normalmente ocorre apds esporulagido. Portanto,
determinados compostos que inibem o crescimento e a esporulagdo também foram
relatados por inibir a producdo de AFS (REIB, 1982). Greene-McDowelle et al. (1999)
estudaram os efeitos morfolégicos ocasionados pelo 6leo essencial de folhas de algodao,
em relagdo ao crescimento fungico de A. parasiticus e produgédo de aflatoxina. Os autores
observaram alteragcoes morfolégicas, como a redugdo radial do crescimento, perda de
pigmentacao micelial, diminuicdo da esporulacdo exclusivamente aérea e indugdo de hifas
pode ser correlacionada com a inibicdo em qualquer crescimento fungico ou biossintese da
aflatoxina.

A acédo de 6leo essencial se deve segundo Trombeta et al. (2005) aos monoterpenos
constituintes dos 6leos essenciais, pois estas substancias desencadeiam efeitos téxicos na
estrutura e na fungdo das membranas das células dos microrganismos, como por exemplo,
alteracdes na fluidez e permeabilidade e interagdo com componentes internos da célula,
acoes estas, explicadas principalmente pelo carater lipofilico destas substancias.

O presente resultado mostra claramente que o 6leo essencial de mentrasto em teste
in vitro é capaz de inibir o crescimento fungico, e a produgcdo de AFB; alterando a
homogeneidade celular através de interagdo direta com a parede celular ou membranas
citoplasmaticas.

Quanto a constituicdo quimica, a tabela 3 mostra os principais componentes do 6leo
de mentrasto. Estes resultados sdo os mesmos encontrados por Castro et al. (2004), os
quais estudaram a constituicdo quimica de 6leo essencial de diferentes acessos de A.
conyzoides, onde o precoceno | e o precoceno Il sdo os compostos majoritarios, exceto no

acesso coletado em Piratininga-MG.

Os estudos conduzidos em culturas de A. flavus com as subfragdes mostraram que o
principio ativo do 6leo essencial de A. conyzoides é o precoceno Il, pois apenas fragdes cuja
constituigdo principal trata-se deste composto sao ativas. As fragbes inativas ndo sao
constituidas de precoceno |l (tabela 7, 9 e 10), exceto a fracdo 6 que apresenta em sua
constituicdo 92,64% de cumarina e apenas 7,36% de precoceno Il (tabela 8), sendo este
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teor muito baixo quando comparada com as fragbes ativas, cuja porcentagem desse
composto é de 46,25%, 100% e 76,31% fragdes 2, 3 e 4, respectivamente.

Embora o constituinte ativo seja o precoceno Il, observa-se também um sinergismo
entre os constituintes do 6leo essencial, visto que apds o fracionamento as subfracoes
ativas, estas ndo apresentam a mesma ou maior porcentagem de inibicdo do crescimento
do fungo quando comparado ao 6leo essencial bruto. Outro fato que corrobora para uma
maior atividade do 6leo bruto é a existéncia na sua constituicdo quimica do acetato de
bornila (0,20%), ja relatado como fungicida por Rasooli et al. (2008). E importante ressaltar
que a atividade biolégica do 6leo essencial de qualquer planta esta relacionada com os seus
constituintes e seu teor no 6leo essencial, por isso deve-se sempre fazer um estudo

avaliando tanto a atividade biol6gica como a constituicdo do 6leo essencial.

A utilizacdo deste 6leo essencial constituido de substancias muito volateis, no
controle de fungos, podera colaborar para a diminuicdo de residuos de fungicida no
ambiente, nos produtos agricolas além da protecdo do meio ambiente e minimizar a
exposicdo humana aos defensivos, visto que se trata de uma planta medicinalmente
utilizada, sem efeitos colaterais (MARQUES NETO et al.,1988) e nao toxica (MOURA et al.,
2005).

Apesar do vasto uso medicinal de A. conyzoides pesquisas cientificas buscando o
uso medicinal e na agricultura deverao ainda ser desenvolvidas, para que esta espécie seja
usada como um biocida ou pesticida natural. Mesmo com atividades biolégicas
comprovadas, o vegetal ndo se encontra em cultivo comercial.
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7. CONCLUSAO

O o6leo essencial de Ageratum conyzoides apresenta atividade inibidora do
crescimento de A. flavus e além de um efeito inibidor de 100% na biossintese de aflatoxina,
acarretando alteracbes morfolégicas deletérias dependentes da concentracao utilizada. A
constituicdo quimica do 6leo de mentrasto estudado mostra-se similar as discutidas por
outros autores. O precoceno I, principal constituinte, parece ser o principio ativo do éleo
essencial, mas seu efeito € maior no éleo bruto.

Deve-se ressaltar que o efeito inibidor da produgéo de aflatoxina em concentragdes
baixas (0,01 pg/mL e 0,02 pg/mL) permite concluir que o 6leo essencial de A. conyzoides
pode vir a ser uma alternativa ecoldgica para a protecdo de produtos agricolas contra a
contaminacéao de A. flavus, colaborando assim na resolugdo de um grande obstaculo para o

agronegocio, principalmente no armazenamento de graos.
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