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RESUMO

Dentre os ja conhecidos riscos do consumo da carambola, como causar
nefrotoxicidade e neurotoxicidade em pacientes com doenca renal crbnica, surge a
necessidade da identificacdo de metabolitos secundarios ocasionado por fungos
micotoxigénicos. A toxicidade desses metabolitos vem afetando diariamente a vida
humana e animal. O presente estudo teve por objetivo identificar fungos
deteriorantes e micotoxigénicos dos frutos de Averrhoa carambola, e também avaliar
o perfil micotoxigénico in vitro do fungo isolado por UHPLC-HMRS. Apds o
isolamento do fungo, de acordo com suas caracteristicas micro e macroscopicas foi
identificado como Aspergillus sp. Dentre os metabdlitos secundarios pesquisados
obteve-se a fumagilina e o epoxyfumitremorgin C, que possibilitaram sugerir a
identificacdo de Aspergillus fumigatus, resultado que sera somente confirmado apés
identificacdo molecular.

INTRODUCAO

Associado aos riscos potenciais ao consumo de alimentos in natura e/ou
processado, outro fator importante durante a pré e poés-colheita de frutos € a
presenca de fungos deteriorantes e toxigénicos. A deterioracdo de frutas por fungos
acontece por meio de alguma lesdo na superficie da fruta, por uma juncédo de
interacdes como, espaco geografico, clima, temperatura, patdgenos na fruta, entre
outros fatores. H4 uma grande variedade de fungos micotoxigénicos contaminantes,
entre eles, os géneros Aspergillus, Alternariam e Fusarium. As micotoxinas por sua
vez, sao metabolitos secundarios toxicos de baixo peso molecular produzidos por
estes fungos filamentosos. As micotoxinas podem causar as doengas micotoxicoses
em humanos e/ou animais que vierem a consumir esse fruto contaminado (Kumar et
al., 2017).

Entretanto, existe uma caréncia bibliografica sobre estudos em frutos de carambolas
correlacionando e identificando fungos deteriorantes e/ou toxigénicos. Poucos
estudos abordam a importancia das alteracbes metabodlicas dos frutos durante e
apos o amadurecimento, produgcdo e especialmente, ao consumo dos frutos de
Averrhoa carambola. Desta forma, o objetivo deste estudo foi identificar a ocorréncia
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de fungos deteriorantes e/ou toxigénicos, bem como avaliar o perfil toxigénico in vitro
do fungo isolado por UHPLC-HMRS.

MATERIAIS E METODOS

Isolamento do fungo deteriorante

Frutos de Averrhoa carambola foram coletados no municipio de Telémaco Borba -
Paranda, selecionados, lavados e higienizados com hipoclorito de sodio 1% e agua
destilada. Os microrganismos foram isolados dos frutos por incubagao durante 15
dias em temperatura ambiente até a podriddo aparecer claramente na epiderme. O
tecido da epiderme (1 x 1 cm?) com o microrganismo foi inoculado em BDA e
incubados a 28°C por 7 a 15 dias. Ap0Os esse periodo, uma amostra de cerca de 10
mm do &gar contendo fungo foi transferida para uma nova placa de BDA. A
purificacéo foi realizada com lavagem em Tween 80 a 1 %, para isolar as cepas de
interesse.

Caracterizacdo morfolégica macroscopica e microscopica

A caracterizacdo macroscopica foi realizada com o microrganismo cultivado em meio
sélido de BDA e analisado quanto a aparéncia de col6nias, forma do micélio, cor e
tempo de crescimento. A caracterizagcdo microscopica foi realizada pela técnica de
microcultivo.

O microcultivo, realizado de acordo com Ribeiro e Soares (2005), em ambiente
estéril, através de uma placa de microcultivo esterilizada. As placas foram incubadas
por 15 dias, até crescimento suficiente. O isolado foi avaliado em microscépio
Olympus na objetiva de 10 e 40x, e foram parcialmente identificados por meio de
caracterizacdo morfologica e o0s resultados das avaliagbes macroscopicas e
microscopicas foram analisados por meio de chaves de identificacédo.

Extracdo de metabdlitos secundarios “in vitro”

ApoOs a incubacédo realizada no isolamento do fungo, trés placas contendo o
microrganismo cultivado em BDA foram cortadas em tamanho aproximado de 1x1
cm? com o auxilio de um bisturi estéril, mantidas por 3 horas a -80 °C. 60 mL de
acetonitrila-agua-acido férmico (84:16:1, v/v/v) foi adicionada a amostra.
Homogeneizado em agitador Shaker por 60 minutos a 25 °C a 150 rpm e 60 minutos
no sonicador. Filtrados, centrifugados por 20 minutos a 4.500 rpm, e o sobrenadante
foi filtrado duas vezes em filtro PTFE 0,45 um, e por fim, armazenados a uma
temperatura de -20 °C até o momento da analise (Castro et al., 2018).

Método UHPL-HRMS

O sistema de cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia Nexera X2 equipado com
2 bombas LC-30AD e coluna Symmetry C18 (75 x 4,6 mm) foram utilizados para a
determinacdo de metabdlitos secundarios in vitro dos extratos obtidos. Através do
software Data Analysis 4.3 foi visualizado o cromatograma de ions e 0s espectros de
MS e MS/MS. Apos isso os espectros foram comparados de acordo com a literatura
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e banco de dados de espectrometria de massas de livre acesso, Human Metabolone
Database (HMDB). A metodologia foi realizada de acordo com Castro et al. (2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo morfologica: macro e microscopicas

Na caracterizacdo macroscopica (Figura 1a), a cepa isolada possui caracteristicas
de crescimento filamentoso, aveludado com coloragéo cinza-esverdeada no verso e
amarelado no reverso com crescimento circular do centro para as extremidades.
Foram incubadas durante 7 dias em estufa a 28°C sobre luz ultravioleta.

Pela caracterizacdo microscoépica (Figura 1b), foi possivel evidenciar a presenca de
estruturas reprodutivas assexuadas de fungos septados e seus conidios
assexuados, que de acordo com a caracterizacdo morfolégica (Hoog et al., 2000)
por meio das chaves de identificagdo, a coldénia possui caracteristicas do género
Aspegillus.

Figura 1. (a) Placa em égr BDA com a cepa flngica isolada e (b) Caracteristicas microscépicas da
cepa fungica isolada na objetiva de 40x. Fonte: Autor.

Avaliacao do perfil metabdlico do fungo isolado

Ao total foram pesquisadas vinte e quatro micotoxinas caracteristicas do género
Aspergillus sendo elas: Aflatoxinas (Bi1, By, G1, G, e Q1); Alfa-Acido ciclopiazonico;
Asperxantona; Aurasperone (A, B, C e E); Citrinina; Dimetil-esterigmatocistina;
Diidroxi-fumitremorgina C; Epoxyfumitremorgin C; Fumagilina; Fumigaclavina B;
Fumitremorgin C; Giotoxina; Ocratoxinas (A e B); Patulina e Esterigmatocistina. Ao
final da andalise dos extratos, apenas duas micotoxinas foram detectadas e
identificadas, a Fumagilina (CsH3407) ([M+H]+ 459,2377), e a Epoxyfumitremorgin C
(C22H23N304) ([M+H]+ 394,1761) (HMDB0038643). Com tempo de retengéo de 13,96
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e 1351 e com erro (ppm) de -6,0970 e -3,5517 para Fumagilina e
Epoxyfumitremorgin C, respectivamente.

De acordo com as analises micro e macroscoépicas, em conjunto com o perfil dos
metabdlitos secundarios produzidos foi possivel chegar a identificacdo do fungo
Aspergillus fumigatus. No entanto, é necessario a confirmacdo por identificacdo
molecular.

CONCLUSOES

Partindo dos frutos da Averrhoa carambola analisados, o fungo identificado com
relevancia micotoxicologica foi o Aspergillus fumigatus, possibilitando a identificacdo
de duas micotoxinas por meio do perfil toxigénico, a fumagilina e o
epoxyfumitremorgin C. As atividades biolégicas destas micotoxinas vém sendo
estudadas, além dos ja conhecidos processos infecciosos que podem acometer o
individuo, como suas propriedades farmacoldgicas e terapéuticas no tratamento do
cancer de mama. Estudos in vivo e in situ, bem como a identificacdo molecular estdo
sendo realizadas, e serdo divulgadas na forma de artigo cientifico futuramente.
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