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Resumo:

Fungos do complexo Fusarium graminearum sao produtores de micotoxinas que
contaminam alimentos e racdes, sdo consideradas prejudiciais a saude da
populacdo humana e animal. Uma das principais micotoxinas que este complexo
produz é a zearalenona (ZEA), esta possui propriedades estrogénicas desfavoraveis
capazes de causar varios disturbios indesejaveis, como expansao de ovarios e
Gtero, vulvovaginite e ocasionalmente hiperestrogenismo. Este trabalho teve por
objetivo investigar a antifungica e antimicotoxigénica do 6leo essencial de canela
(Cinnamomum cassia) em F. graminearum e na producdo de ZEA. O 0leo essencial
de canela foi caracterizado por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas, o principal componente foi o eugenol (88,75%). A
atividade antifungica do 6leo foi determinada através da concentracdo inibitoria
minima e a concentracao fungicida minima, sendo 1000 pg/mL. A inibicdo do éleo na
producdo de ZEA foi demonstrada na cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), a atividade antimicotoxigénica deste 6leo aconteceu significativamente a
partir de 125 pg/mL. Os resultados obtidos indicam que o Oleo essencial de
Cinnamomum cassia apresentou potencial efeito antifGngico e antimicotoxigénico em
F. graminearum.

Introducao

A contaminacao fangica de produtos agricolas no Brasil atualmente evidencia
um grave problema econémico e de saude publica, pois além da degradacdo de
diversos produtos comerciais, muitos fungos possuem a capacidade de produzir
toxinas, que sao prejudiciais a saude e até mesmo apresentar efeitos carcinogénicos
e citotoxicos. A Zearalenona (ZEA) é uma das micotoxinas produzidas por
Fusarium graminearum, sendo uma toxina estrogénica nao esteroidal produzida em
condicbes climaticas tropicais e temperada. A ZEA liga-se aos receptores de
estrogénio em humanos e animais, resultando em hiperestrogenismo, causando
aumento de ovarios e utero, e nascimento imaturo de fetos, no entanto outros
trabalhos relataram que essa micotoxina também ocasiona efeitos neurotoxicos e
genotoxicos (Kalagatur et al., 2015).
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Para o controle desses microrganismos 0s meios mais eficazes sado o uso de
agentes fungicidas sintéticos, no entanto ja se sabe que tais agentes apresentam
efeitos nocivos a salde animal e humana, além de produzir residuos que podem
contaminar os alimentos e o meio ambiente. Em vista disso, o uso de compostos
naturais capazes de substituir os fungicidas sintéticos, entre eles, os Oleos
essenciais (OEs) que sdo metabolitos secundarios de plantas surgiu como uma das
alternativas para tal substituicdo, podendo ser utilizados nas lavouras e no processo
de armazenamento de produtos agricolas.

O OE de canela (Cinnamomum cassia) contém o cinamaldeido, um composto
gque apresenta acédo fungicida e, portanto deve apresentar um grande potencial para
a substituicdo dos praguicidas sintéticos (XIE et al., 2017). Assim sendo, este estudo
teve como objetivo avaliar o efeito do OE de canela em F. graminearum e na
producédo de ZEA.

Materiais e métodos

O OE de canela (OEC) foi adquirido no comércio local da cidade de Maringa,
Brasil. A caracterizacdo do OEC foi realizada por cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Os compostos presentes foram
identificados analisando os tempos de retencdo e confirmados através de uma
mistura padrdo de n-alcanos (Cg-Cyo, Sigma-Aldrich). F. graminearum foi obtido do
banco de isolados do Laboratério de Toxicologia/lUEM, sendo cultivado em meio
Batata Dextrose Agar (BDA) por 15 dias/25°C. A Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) foi realizada seguindo a norma M38-A2 preconizada pelo National Committee
for Clinical Laboratory Standart, considerando a menor concentracdo em que o 0Oleo
essencial impediu o crescimento visivel do inéculo do fungo em teste, e para a
confirmacédo foi realizado a Concentracdo Fungicida Minima (CFM). O isolado foi
cultivado na auséncia (controle fungico) e presenca (teste) do OEC no meio de
cultura YES (Yeast Extract Sucrose) agar. Os meios testes continham OEC nas
concentracfes de 125, 250, 500 e 1000 pg/mL. O fungo foi inoculado com um plug
central, e entdo, as placas foram incubadas em incubadora BOD por 15 dias a 25°C
sob luz negra. Para extracdo de ZEA foram retirados 8 plugs de 8 mm, os quais
foram transferidos para frascos contendo acetato de etila-diclorometano-metanol
(3:2:1, viviv) e 1 % de acido férmico. Os recipientes foram entdo levados para o
banho de ultrassom por 45 minutos. Apds, 1 mL do extrato de cada frasco foi
transferido para outros recipientes, os quais foram colocados em banho de agua a
40°C até evaporacao dos solventes. Em seguida, as amostras foram armazenadas a
-20°C para andlise posterior. A determinacdo de ZEA foi realizada pela
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia com deteccdo por fluorescéncia
(CLAE/DF). A identificacdo da micotoxina foi efetuada com base no tempo de
retencdo comparado ao padrédo e a quantificacdo foi realizada por padronizacao
externa. Os resultados foram expressos como média = desvio padrdao e analisados
utilizando a analise de variancia (ANOVA), e para multiplas comparacdes o teste de
Tukey (SOARES; SIQUEIRA, 1999), com o auxilio do programa GraphPad Prism
5®.
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Resultados e Discussao

A anadlise da composicdo do OEC esta demonstrada na Tabela 1, foram
identificados 3 componentes: Eugenol, Linalol e Cinamaldeido. Os trés compostos
identificados apresentam propriedades antimicrobiana e antifungica segundo
Soliman e Badeaa (2012).

Neste trabalho a atividade antifiungica do OEC pelo método CIM resultou em
um efeito dose dependente para o F. graminearum. O valor da CIM e da CFM do OE
de canela foi de 1000 pg/mL.

A atividade antimicotoxigénica do OEC esta demonstrada na Tabela 2. A
partir de 125 pg/mL do OEC ocorreu significativamente a inibicdo na producéo de
ZEA (66,60%) e a inibicdo total (100%) foi em 500 pg/mL. Perczak et al. (2019)
demonstraram em seus estudos que o OEC exibiu atividade antifingica contra o
crescimento de F. graminearum in vivo, e também apresentou um alto grau de
inibicdo na producéo de ZEA nas amostras analisadas, que variou de 99,57 a 100%
de inibicao.

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial de canela (Cinnamomum cassia).

COMPOSTO TR (min.) (%)
Linalol 12,49 2,16
Cinamaldeido 20,23 2,02
Eugenol 23,54 88,75
TOTAL (%) 98,82

*TR: Tempo de retencéo

Tabela 2. Efeito do 6leo essencial de Cinnamomum cassia na producdo de zearalenona por
Fusarium graminearum, in vitro.

Oleo essencial (ug/mL) Zearalenona
Concentracdo (ug/mL) P Inibicdo (%)
CF* 33,420+ 0,001527 0
125 11,160 + 0,7455% 66,60
250 10,260 + 1,625% 69,30
500 - 100
1000 - 100

2 Diferenca estatistica significante (p<0,05) quando comparado ao Controle Fungico.
®Valores obtidos por analise em CLAE/FD expressos em média + desvio padrao.
¢ Controle Fungico (indculo livre da adigdo do 6leo essencial).

Conclusodes

Nossos resultados demostraram que o OEC apresentou uma atividade
antimicotoxigénica, pois em baixas concentragdes (125 pg/mL) inibiu a producao da
ZEA em F. graminearum. Este Oleo demonstrou ser uma boa alternativa para a
substituicdo dos fungicidas sintéticos, uma vez que sdo naturais e considerados
seguros para o0s seres humanos.
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