UFRRJ

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA,
TECNOLOGIA E INOVACAO EM AGROPECUARIA

TESE

Avaliacao das Atividades Antiftingicas de
Substancias Sintéticas Frente a Fungos
Micotoxigénicos de Interesse Agropecuario

Rojane de Oliveira Paiva

2013



de Fe,
LA Q
«"\e\ R

]em‘A\

X
g
5

(>4 <0
Op. A
/EIQ de \z\(\e’

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA,
TECNOLOGIA E INOVACAO EM AGROPECUARIA

AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTIFUNGICAS DE SUBSTANCIAS
SINTETICAS FRENTE A FUNGOS MICOTOXIGENICOS DE
INTERESSE AGROPECUARIO

ROJANE DE OLIVEIRA PAIVA

Sob a Orientacdo da Professora
Aurea Echevarria Aznar Neves Lima

e Co-orientagdo das Professoras

Liliana Inés Sabini de Rivarola e

Lucimar Ferreira Kneipp

Tese submetida como requisito parcial
para obtencdo do grau de Doutora no
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia,
Tecnologia e Inovacdo em Agropecudria,
Area de Concentragio em Patobiologia
Animal

Seropédica, RJ
Marco, 2013



UFRRJ / Biblioteca Central / Divisdo de Processamentos Técnicos

668.652
P149a
T

Paiva, Rojane de Oliveira, 1958-

Avaliacdo das atividades antifingicas de
substancias sintéticas frente a fungos
micotoxigé€nicos de interesse agropecudrio / Rojane
de Oliveira Paiva — 2013.

90f. : il.

Orientador: Aurea Echevaria Aznar Neves Lima.
Tese (doutorado) — Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Curso de Pds-Graduagdo em
Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Agropecudria.
Bibliografia: f. 60-70.

1. Fungicidas — Teses. 2. Aspergillus — Teses. 3.
Fusarium - Teses. 4. Penicillium - Teses. 5.
Micotoxinas — Teses. I. Lima, Aurea Echevaria
Aznar Neves, 1950-. II. Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro. Curso de P6s-Graduagdo em
Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Agropecudria.
III. Titulo.

E permitida a c6pia parcial ou total desta Tese, desde que seja citada a fonte

il



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO
EM AGROPECUARIA

ROJANE DE OLIVEIRA PAIVA

Tese submetida como requisito parcial para obtencdo do grau de Doutora, no Programa de
Pés- Graduacdo em Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo em Agropecudria, Area de Concentragao
em Patobiologia Animal.

TESE APROVADA EM 21/03/2013

Aurea Echevarria Aznar Neves Lima. Dra. USP
(Orientadora)

Aurea Maria Lage de Moraes. Dra., Fiocruz

Daniela Sales Alviano. Dra., UFRJ

Carlos Wilson Gomes Lopes. Ph.D., MSU-EUA

Fabio Barbour Scott. Dr., UFRRJ

il



Ao meu filho Ronald Paiva
com todo amor e carinho.

v



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus, que € toda luz em minha vida, por essa vitdria e por ter me
dado a oportunidade de passar por essa experiéncia profissional.

Agradeco a todas as pessoas que direta e indiretamente contribuiram para a realizacdo deste
trabalho e de modo especial:

A Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e ao Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Agropecudria.

A Dra. Lucia Helena dos Anjos, Coordenadora do Programa de Pés- Graduagdo em Ciéncia,
Tecnologia e Inovagdo em Agropecudria - PPGCTIA, pelo incentivo e aten¢do durante a
realizacdo deste curso.

A minha orientadora Prof* Aurea Echevarria Aznar Neves Lima pela oportunidade,
credibilidade, confianga e pela contribuicio em meu crescimento profissional e pessoal.

Aos Professores e alunos da P6s-Graduagdo do DEQUIM, pelo apoio e amizade durante o
curso.

A Prof* Lucimar Ferreira Kneipp pela orientaciio e contribuicdo no desenvolvimento dessa
pesquisa.

Agradeco aos servidores e alunos do Laboratério de Taxonomia, Bioquimica e Bioprospec¢ao
de Fungos do Instituto Oswaldo Cruz, pela convivéncia didria durante a realizacdo dos
experimentos.

A Dra. Gisela Lara da Costa do Instituto Oswaldo Cruz, sempre prestativa e atenciosa durante
a realizacao deste trabalho.

A minha co-orientadora da Argentina Prof* Liliana Sabini Inés de Rivarola pelo apoio e
carinho dedicados durante a realizacdo dos experimentos na Argentina.

Ao Prof Mario Gatti do Instituto Oswaldo Cruz por ceder as cepas flingicas utilizadas neste
trabalho.

A Dra. Laura Noelia Cariddi da Universidade Nacional de Rio Cuarto pela amizade e atencdo
durante a minha permanéncia na Argentina.

~

A secretdria da Pés-graduac@o Renata, sempre prestativa e atenciosa, pelo pronto atendimento
em todos 0s momentos.

A todos os meus mestres pelas orientagdes e esclarecimentos nos momentos mais dificeis
durante a realizacio deste trabalho.

A Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro — FAPERIJ, pela concessao da
bolsa para a realizacdo deste trabalho.



RESUMO

PAIVA, Rojane de Oliveira. 2013. Avaliacdo das atividades antifiingicas de substincias
sintéticas frente a fungos micotoxigénicos de interesse agropecuario. 90f. Tese
(Doutorado em Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Agropecudria). Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Fungos micotoxigénicos causam prejuizos econdmicos no setor agropecudrio. O objetivo do
trabalho foi avaliar as atividades antifingicas de substancias sintéticas frente a fungos
micotoxigénicos de interesse agropecudrio no Brasil e na Argentina. Foram determinadas a
concentracdo inibitéria minima (MIC) e a concentracdo fungicida minima (MFC) de
substancias das classes semicarbazonas, tiossemicarbazonas monossubstituidas,
tiossemicarbazonas dissubstituidas, bases de Schiff e compostos da classe mesoidnicos frente
a fungos Aspergillus flavus, A. nomius, A. ochraceus, A. parasiticus, Fusarium verticillioides
e Penicillium citrinum. Substancias com atividade antifingica foram selecionadas para estudo
de possiveis vias de mecanismo de a¢do. Foram avaliadas as influéncias das substincias no
conteddo do ergosterol, no desenvolvimento do sistema vegetativo flingico, no efeito quelante
do Fe** e citotoxicidade. O MIC e o MFC foram determinados para 9 semicarbazonas (SM 1-
9), sendo que SM-1 e SM-4 tiveram efeito fungistitico frente A. flavus e F. verticillioides.
Foram avaliadas 8 tiossemicarbazonas monossubstituidas (TS 1-8), sendo que sete
substancias tiveram efeito fungistatico, TS-6 teve efeito fungistatico frente a todas as espécies
do género Aspergillus e efeito fungicida frente F. verticillioides. A. parasiticus foi mais
sensivel a acdo dessas substancias. Nessa classe, foram avaliadas 36 tiossemicarbazonas
dissubstituidas, (TS 1-36) sendo que 13 substancias tiveram atividade antifingica frente A.
parasiticus € ao fungo leveduriforme Candida albicans. Foram avaliadas as atividades
antimicrobianas de 7 substiancias da classe bases de Schiff (BS 1-7), todas tiveram efeito
fungistatico e BS-7 teve acdo fungicida. As substancias tiveram atividade antibacteriana.
Avaliados 16 compostos mesoionicos, (MI 1-16), destacamos que F. verticillioides foi mais
sensivel frente aos compostos com valores de MICs na faixa de 7,8 a 125 pug/mL. A série de
compostos mesoidnicos que tiveram maior efeito antifingico foi a fenil-substituida com
grupos doadores de elétrons (MI-11 e 16) seguida pela estiril-substituida com anel ligado
diretamente ao carbono do anel heterociclico (MI-1-3 e 5). Destacam-se os valores de MICs
iguais a 7,8 pg/mL e 15,6 pg/mL para os derivados MI-11 e 3, respectivamente. As espécies
A. flavus, A. nomius e A. parasiticus tiveram MICs = 250 ug/mL para MI-5 ¢ MIC = 31,2
pg/mL e MFC =125 pg/mL para F. verticillioides. As substancias tiossemicarbazonas (TS-3 e
TS-6) e compostos mesoidnicos (MI-2, MI-11 e MI-16) inibiram o contetddo de ergosterol de
A. parasiticus e F. verticillioides, avaliado através de cromatografia em camada fina de alta
eficiéncia (HPTLC). As tiossemicarbazonas TS-3 e TS-6 alteraram o desenvolvimento do
sistema vegetativo de A. parasiticus. O efeito quelante do Fe®* por TS-6 foi confirmado pela
técnica de espectroscopia de UV-Visivel. Finalmente, a avaliacdo da citotoxicidade da
substancia da classe tiossemicarbazona monossubstituida (TS-6) foi realizada empregando-se
células Vero e a Maxima Concentragao Nao Citotéxica (MCNC) foi calculada (MCNC = 75
pg/ml). Além disso, a Concentragdo Citotoxica 50% (CCsp) foi também determinada (CCsg =
136 pg/ml) por captagao de vermelho neutro e (CCsy= 344 ug/ml) por redu¢do metabdlica de
MTT. Os resultados sugerem atividades antiftingicas de substancias de todas as classes
estudadas frente a fungos micotoxigénicos contaminantes de alimentos.

Palavras chave: Antifungicos, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Micotoxicologia
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ABSTRACT

PAIVA, Rojane de Oliveira. 2013. Evaluation of antifungal activities of synthetic
substances against mycotoxigenic fungi of agricultural interest. 90p. Thesis (Doctor em
Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Agropecudria). Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Fungi mycotoxigenic cause economic losses in the agricultural sector. The aim of this study
was to evaluate the antifungal activity of synthetic substances against fungi mycotoxigenic of
agricultural interest in Brazil and Argentina. They were measured the minimal inhibitory
concentration (MIC) and minimal fungicidal concentration (MFC) of the classes of substances
semicarbazones, monosubstituted thiosemicarbazones, disubstituted thiosemicarbazones,
Schiff bases and the class mesoionic compounds against Aspergillus flavus, Aspergillus
nomius, Aspergillus ochraceus, Aspergillus parasiticus, Fusarium verticillioides and
Penicillium citrinum. Substances with antifungal activity were selected to study the possible
routes of action mechanism. The influence of the substances on the ergosterol content, in the
fungal development of the vegetative system, and chelating effect of Fe** and cytotoxicity
were evaluated. The MIC and MFC were determined for 9 semicarbazones (SM 1-9), and
SM-1 and SM-4 had fungistatic effect against A. flavus and F. verticillioides. The 8
monosubstituted thiosemicarbazones (TS 1-8) were evaluated, and 7 substances have
fungistatic effect, TS-6 had fungistatic effect against all species of the genus Aspergillus and
fungicidal showed effect against F. verticillioides. A. parasiticus was more sensitive to the
action of these substances. In this class, 36 disubstituted thiosemicarbazones were evaluated,
(TS 1-36) whence 13 substances have antimicrobial activity against A. parasiticus and
Candida albicans yeast. Sevemn substances from Schiff base class derived from aldehydes
and aminopyridine were evaluated, all of which had fungistatic effect, but (BS-7) presented
fungicidal action. The substances showed antibacterial activity. Antifungal activities of 16
mesoionic compounds (MI 1-16) were investigated. Most of mesoionic compounds showed
antifungal activity against all fungi evaluated. F. verticillioides had higher sensitivity with
MIC values varied from 7.8 to 125 pug/mL. Phenyl-substituted with groups of electron donors
(MI-11 and 16) was the series of mesoionic compounds with the highest antifungal effect;
followed by esteryl-substituted with ring directly linked to the heterocyclic ring-carbon (MI-
1-3 and 5). MI-11 and 3 derivatives have the most prominent MIC values of 7.8 and 15.6
pg/mL, respectively. A. flavus, A. nomius and A. parasiticus had MICs = 250 pg / mL for MI-
S and MIC = 31.2 ug / mL and MFC = 125 ug / mL for F. verticillioides. The substances
thiosemicarbazones (TS-3 and TS-6) and mesoionic compounds (MI-2, MI-11 e MI-16)
decreased ergosterol content, evaluated by high performance thin layer chromatography
(HPTLC) in A. parasiticus and F. verticillioides. The thiosemicarbazones TS-3 and TS-6
altered the development of the vegetative system of A. parasiticus.The quelant effect
determined by UV-Visible spectroscopy for TS-6 against Fe™ jons was confirmed. Finally,
the cytotoxicity evaluation of substance from the monosubstituted thiosemicarbazone classes
(TS-6) was performed with Vero cells and maximum non-cytotoxic concentration (MNCC)
was calculated (MNCC = 75 pug/ml). In addition, 50% cytotoxic concentration (CCsj) was
also determined (CCsp= 136 pg/ml) by neutral-red uptake and (CCsy = 344 ug/ml) by MTT
metabolic reduction. Results suggest antifungal activities against mycotoxigenic fungi of the
substances from all the researched classes.

Key words: Antifungal, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Mycotoxicology.
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RESUMEN AMPLIADO

PAIVA, Rojane de Oliveira. 2013. Evaluacion de la atividade antifiingica de las sustancias
sintéticas contra hongos micotoxigénicos de interés agricola. 90p. Tesis (Doctorado en
Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Agropecudria). Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

1. Introduccion

Los hongos micotoxigénicos causan pérdidas econdmicas en la agricultura brasilefia y
argentina. La proyecciéon del Ministerio de Agricultura es que en 2030, un tercio de los
productos que se comercializan sean de Brasil, debido a la creciente demanda de los paises
asidticos. Brasil es el tercer mayor productor de maiz, por un total de 53,2 millones de
toneladas en 2009/2010. La primera idea es el cultivo de grano para satisfacer el consumo en
la mesa de los brasilefios, pero esto es una parte menor de la produccién. El principal destino
de la cosecha son las industrias de alimentos para animales. En 2019/2020, la produccién se
espera que sea 70,12 millones de toneladas y el consumo en 56,20 millones de toneladas.
Estos resultados indican que Brasil debe hacer ajustes para asegurar el abastecimiento del
mercado interno y obtener excedentes para la exportacion, estimada en 12,6 millones de
toneladas en 2019/2020. Ese nimero podria alcanzar los 19,2 millones de toneladas. El Brasil
estd entre los paises que tendrdan un aumento significativo de las exportaciones de maiz, junto
a Argentina (MAPA, 2003).

En los climas tropicales y subtropicales, como el Brasil, el crecimiento de hongos se
ve favorecida por factores como la humedad y la temperatura. Los hongos crecen y proliferan
bien en cereales, especialmente en maiz, mani, trigo, cebada, sorgo y arroz, donde
generalmente encuentran un sustrato muy nutritivo para su desarrollo. El crecimiento flingico
y la producciéon de micotoxinas en los cereales puede producirse en diversas etapas de
desarrollo, maduracion, la recoleccion, el transporte, el procesamiento o el almacenamiento de
granos (DILKIN, 2002; GALVANO et al., 2005; AMARAL et al., 2006).

Hongos micotoxigénicos se conocen desde los tiempos biblicos, y luego, los brotes de
micotoxicosis ocurrido periédicamente en ciertas regiones. Sin embargo, en la década de
1950, las enfermedades como aleucia téxico alimentaria (ATA), en Ucrania y los brotes de
eczema facial en ovejas, se describe en Nueva Zelanda, enfermedades se asociaron con la
presencia de hongos en los alimentos consumidos. El estudio de las micotoxinas tuvo sus
inicios en la década de 1960, cuando dominaron la Guerra Fria, cuando se produjo un evento
en Inglaterra, que despertd gran interés internacional y la movilizacién de varios
investigadores. En el episodio, se produjo la muerte de miles de aves de corral que se llama
"enfermedad X de los pavos" por tener causa desconocida. Después de realizar andlisis
microbioldgicos y quimicos, se verifico la presencia de Aspergillus flavus en los cacahuetes
importados de Brasil utilizados en la alimentacion de aves de corral. Entonces fue posible
demostrar que el hongo era responsable de producir una micotoxina llamada aflatoxina
responsable de la alta mortalidad de las aves. A partir de este episodio, otras especies de
hongos y sus micotoxinas se han describe y en la década de 1980, se han producido grandes
avances en la investigacion cientifica en la identificacion de estos agentes toxicos
(BENNETT; KLICH, 2003; SPINOSA et al., 2008). Asi se produjo el descubrimiento de las
aflatoxinas y un nuevo campo de la investigacion cientifica: el Micotoxicologia.

La Toxicologia, es definida por la Organizacién Mundial de la Salud como la
"disciplina que estudia los efectos nocivos de los agentes quimicos y de los agentes fisicos
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(agentes toxicos) en los sistemas biologicos y que establece ademds, la magnitud del daiio en
funcion de la exposicion de los organismos vivos a dichos agentes. Se ocupa de la naturaleza
y de los mecanismos de las lesiones y de la evaluacion de los diversos cambios biolégicos
producidos por los agentes nocivos" (COREY, 1988).

Los cultivos de tejidos y células pueden ser altamente sensibles a las sustancias
quimicas y permiten a los investigadores abordar multiples lineas de ensayo. Los cultivos de
células han sido utilizados en la investigacion sobre el cancer, Parkinson, en el desarrollo de
drogas anti-VIH, toxicidad general y Alzheimer. Es por estas razones que el empleo de
sistemas celulares en monocapas es una herramienta utilisima para evaluar el potencial dafo
téxico ejercido por diferentes sustancias.

Dentro de la bateria de ensayos in vitro necesarios para el registro de una sustancia, se
encuentran los llamados “ensayos de citotoxicidad”. Mediante estos ensayos es posible
detectar los efectos adversos y/o de interferencia de una sustancia con diferentes estructuras
y/o mecanismos celulares tales como: la integridad de la membrana, el citoesqueleto, el
metabolismo, la sintesis y/o degradacion, la liberacion de constituyentes celulares o
productos, la regulacion i6nica o la divisién celular (REPETTO, 2002).

En la actualidad la evaluacion de sustancias con capacidad antifingica frente a hongos
micotoxigénicos representa un drea de gran interés. Aunque la posibilidad de encontrar
sustancias obtenidas por sintesis quimica, que ejerzan un control sobre hongos
micotoxigénicos, con impacto negativo en la produccion agropecuaria y en la salud humana y
animal, exige ampliar el espectro de las investigaciones con este tipo de moléculas.

En Brasil, niveles de micotoxinas fueron regulados recientemente por la Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA través de la Resolucién - RDC n ° 7, 18 de febrero
de 2011, que establece los limites miximos para las aflatoxinas (B1 + B2 + G1 + G2 y M1),
la ocratoxina A (OTA), deoxinivalenol (DON), las fumonisinas (FB1), la patulina (PAT) y
zearalenona (ZON) en alimentos preparados para ofrecer a los consumidores y las materias
primas (ANVISA, 2011). El reglamento entr6 en vigor y los plazos para que los productores
adapten concluyeran en enero de 2016. La normativa de la ANVISA indican los limites de las
micotoxinas en 14 categorias de alimentos, como la leche y los productos lacteos, jugos de
manzana y uva, café tostado (molido o en grano) y soluble, entre otros términos y de acuerdo
a los riesgos sanitarios implicados para cada una de las micotoxinas y alimentos para los
consumidores infantiles, que representan el mayor riesgo (ANVISA, 2011).

La Contaminacion de los alimentos por micotoxinas es un tema complejo, aumentando
las innovaciones tecnoldgicas y las medidas profilcticas para el crecimiento de hongos en los
alimentos. De acuerdo a lo indicado precedentemente, existe la necesidad de resolver el
problema mediante programas de control profilactico, para disminuir las pérdidas econémicas
en Brasil y Argentina. Los alimentos deben cumplir con condiciones y exigencias para la
calidad y seguridad alimentaria y requieren adopcién de medidas profilacticas para controlar
hongos contaminantes que repercuten directamente en la salud y produccién animal.

El objetivo de esta tesis fue evaluar la actividad antifiingica de sustancias sintéticas
contra hongos micotoxigénicos de interés agricolas en Brasil y Argentina. Las metas
especificas son para determinar la concentracién inhibitoria minima (CIM) y la concentracién
fungicida minima (MFC); evaluar la influencia de sustancias sintéticas en el contenido de
ergosterol, probar la accién de sustancias sintéticas en el desarrollo del sistema vegetativo
fingica; evaluar el efecto quelante y evaluar in vitro la citotoxicidad de sustancias sintéticas.

2. Material y Métodos

Se evalué las actividades antifingicas de las clases de sustancias sintéticas
semicarbazonas (SM), tiosemicarbazonas monosustituidos, tiosemicarbazonas disustituidos
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(TS), bases de Schiff (BS) y de los compuestos mesoiénicos (MI). Estos compuestos fueron
sintetizados y caracterizados por técnicas espectroscépicas de infrarrojos, y masas de 'H y Be
RMN en el Departamento de Quimica - Instituto de Ciencias Exactas de la Universidad
Federal Rural de Rio de Janeiro. Campus Seropédica. RJ. Las sustancias sintéticas se
solubilizaron en DMSO (Merck): Tween® 20 (Merck): RPMI 1640 (Sigma) y se diluyeron en
la proporcion de 1:1:8. Para evaluar la actividad antiftingica de sustancias sintéticas, cepas de
hongos micotoxigénicos Aspergillus flavus, A. nomius, A. ochraceus, A. parasiticus,
Fusarium verticillioides e Penicillium citrinum se obtuvieron de la Coleccién Micoldgica
Trichocomaceae del Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz, Rio de Janeiro.

Los in6culos fungicos se hidrataron y reactivada en medio de cultivo Sabouraud
dextrosa agar (SDA), se incubaron en incubadora bacterioldgica durante 7 dias a 25 °C. La
obtencion de conidios fue en medio de cultivo patata dextrosa agar (PDA). Los cultivos del
género Aspergillus se incubaron durante 7 dias a 35 °C, con la excepcion de A. ochraceus, se
incub6 durante 7 dias a 25 °C. La especie F. verticillioides se incubd en bacterioldgica
incubadora durante 48 horas a 35 °C hasta el dia séptimo, a 25 °C. La cultura del género
P.citrinum se cultivé en medio Czapek-Dox agar, pH 5,5 a 25 ° C durante 7 dias.

La concentracion inhibitoria minima (MIC), se evaluaron segundo (NCCLS, 2002a),
la concentracién fungicida minima (MFC) se determinaron segundo o protocolo descrito por
Espinel-Ingroff (2001), con modificaciones.

Se evalud la actividad antimicrobiana de las sustancias de la clase bases de Schiff con
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas obtenidas del Instituto Nacional de Control de
Calidad en Salud - INCQS / Fiocruz / RJ. La concentracién minima inhibitoria (CMI) se
determiné de acuerdo con el documento M7-A6 CLSI (NCCLS, 2003).

La accién de tiossemicarbazonas y compuestos mesoidnicos en la disminucién del
contenido en ergosterol se evalu6 por HPTLC en el extracto lipidico de A. parasiticus
(sustancia TS-3:125 e 250 pg/mL y TS-6: 31,2 e 62,5 ug/mL) y F. verticillioides compuestos
mesoiénicos MI-16 (3,9 e 7,8 ug/mL), MI-2 (7,8 e 15,6 ug/mL) e MI-11 (3,9 e 7,8 ug/mL).
Se evalu6 si TS-6 tiene actividad quelante de Fe** por la técnica de espectroscopia UV-visible
y también se ha evaluado la acciéon TS-3 e TS-6 sobre el desarrollo del sistema vegetativo de
A. parasiticus.

Los ensayos relacionados a la evaluacién de citotoxicidad de la tiosemicarbazona T'S-
6 fueron realizados en el Area Virologia, del Departamento de Microbiologia e Inmunologia
perteneciente a la Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales de la
Univesidad Nacional de Rio Cuarto. Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina. En el desarrollo de las
experiencias se empled la linea celular Vero, clon 76 (linea continua de rifion de mono verde
africano, Cercopithecus aethiops) adquirido en la Asociacion Banco Argentino de Células
(ABAC) de la ciudad de Pergamino, provincia de Buenos Aires. La determinaciéon de la
MCNC o Maxima Concentracion No Citotéxica, fue basada en la observacion al microscopio
optico de efecto citopdtico. Para este estudio fueron incubados, diferentes concentraciones de
la sustancia TS-6: (10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300 pug/mL), empleando
4 pocillos para cada concentracion. Determinacion de la concentracion citotoxica 50% (CCsp),
la viabilidad celular fue monitoreada usando el test de captacién del Rojo Neutro (RN). Las
células Vero fueron sembradas a una densidad de 3 x 10* células/pozo en MC, se incubaron a
37 °C durante 24 h. En la evaluacion usando el test de MTT, las células Vero fueron
sembradas en policubetas a una densidad de 3 x 10* células/pozo en MC, se incubaron a 37 °C
durante 24 h. Las soluciones fueron removidas y las células fueron lavadas con 200 pl de
PBS/pozo. Luego se agregaron 100 pul de MM sin suero y 25 pl de la solucion MTT (1mg/ml
de MTT en PBS 0,01 M pH 7,2) a cada pocillo. La placa fue incubada a 37 °C durante 4 h. Al
cabo de ese tiempo, las monocapas se lavaron con 200 pl de PBS por pocillo y descartado éste
se agregaron 100 pl de DMSO por pocillo, para disolver los cristales de formazan que
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resultaron de la conversién del MTT. Se interpret6 el resultado por lectura a 560 nm en un
lector de microplacas.

3. Resultados y Discusion

Se evaluaron nueve sustancias de la clase semicarbazonas (SM1-9), donde SM-1, SM-
4 presentaron CMI = 500 pg/mL para A. flavus y F. verticillioides y ocho de la clase
tiosemicarbazonas monosustituidas (TS1-8), destacandose TS-1, TS-2, TS-3, TS-4 y TS-8
frente A. parasiticus con inhibicion del crecimiento (MIC = 500 pug/mL) y TS-3 y TS-8 con
inhibicién del crecimiento (MIC = 500 pg/mL) frente A. flavus. La tiosemicarbazona TS-3
inhibi6 el crecimiento de A. flavus, A. parasiticus y F. verticillioides con MIC = 500 pg/mL.
Todas las muestras presentaron efecto fungistatico (MFC > 500 ug/mL). La tiosemicarbazona
TS-6 inhibi6 el crecimiento (MIC = 125 pg/mL) de A. nomius, A. parasiticus y A. ochraceus,
y con MIC = 250 pug/mL para A. flavus y MIC = 500 ug/mL para F. verticillioides. En la
prueba de MFC, la sustancia TS-6 present6 efecto fungicida contra F. verticillioides (MFC =
500 pg/mL). Se evaluaron 36 sustancias de la clase de tiosemicarbazonas disustituidas (TS 1-
36), y 13 sustancias mostraron actividad antimicrobiana contra A. parasiticus (CMT-00 334)
(CIM = 500 pg/mL), y la levadura Candida albicans (ATCC-24433) (MIC = 250 pg/mL).
Para los experimentos con C. albicans, la determinacién de la concentracion inhibitoria
minima (CIM) fue realizado de acuerdo a la metodologia descrita para los hongos
levaduriformes, de conformidad con la norma M27-A2 CLSI (NCCLS, 2002b). Estos
resultados fueron publicados en el articulo “Microwave-Assisted Synthesis of New N1, N4-
Substituted Thiosemicarbazones” Molecules 2011, 16, 10668-10684;
doi:10. 3390/molecules161210668.

La evaluacion de las sustancias de la clase bases de Schiff, indicé la sustancia BS-7
con efecto inhibitorio para F. verticillioides (MIC = 125 pg/mL) y para todas las especies de
Aspergillus spp., excepto A. nomius (MIC = 250 pug/mL). La especie A. parasiticus tubo su
crecimiento inhibido por BS-1, BS-2 (MIC = 500 pg/mL). En la determinacién de la
concentracion fungicida minima, la sustancia BS-7 mostr6 efecto fungicida frente al hongo F.
verticillioides (MFC = 500 ug/mL). Las sustancias también mostraron una actividad
antimicrobiana.

También se evaluaron los compuestos mesoionicos, (MI 1-16) y F. verticillioides fue
mds sensible con valores de CIM que oscilan desde 7,8 hasta 62,5 mg / mL. La serie de
compuestos mesoionicos con mayor efecto antifingico fue la fenil-sustituida con grupos
donadores de electrones (MI-11 e 16) seguida por la estirilo sustituido con anillo unido
directamente al dtomo de carbono del anillo heterociclico (MI-1-3 e 5). Entre el género
Aspergillus, las especies A. flavus, A. nomius y A. parasiticus también fueron sensibles a los
compuestos mesoionicos con CIMs = 250 mg / mL para MI-5, 13 y 14. Cabe destacar los
valores MFC= 62,5 ug / mL frente F. verticillioides para los compuestos MI-1 y 11. P.
citrinum tenia una menor sensibilidad a los compuestos mesoiénicos.

Fue evaluada la influencia de sustancias sintéticas con actividad antifingica en el
contenido de ergosterol por HPTLC en el extracto lipidico de A. parasiticus y F.
verticillioides. La concentracion de 250 pg/mL de TS-3 disminuy6 en aproximadamente 33%
de contenido del esterol de A. parasiticus, mientras que TS-6 reducié en un 28 y 71% a las
concentraciones de 62,5 y 31,2 ug/mL, respectivamente. Las sustancias sintéticas TS-3 y TS-
6 también causaron interferencia en el desenvolvimento vegetativo de los hongos con la
perdida de las hifas. La evaluaciéon de la actividad quelante revelé que la sustancia TS-6
efecto de 63,5% frente al Fe?*.
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Ademas, en la evaluacion de la citotoxicidad de las clases tiosemicarbazonas se fij6 en
75 ng/mL el valor de MCNC para TS-6 en células Vero a concentraciones de 10-300 pg/mL.
Es frecuente encontrar cambios morfoldgicos no mortales los cuales se consideran lesiones
reversibles sugiriendo que deben hacerse otros estudios de ausencia de alteraciones
fisiologico-funcionales de las células tratadas con sustancias sintéticas. Por esta razon es que
para dilucidar si las alteraciones morfologicas celulares visibles al microscopio Optico se
condecian con alteraciones fisioldgicas es que se evalud la citotoxicidad mediante otros
métodos. El valor de toxicidad determinado en funcién del dafo morfolégico visible al
microscopio Optico (MCNC) es importante, pero incompleto. Por tal motivo se continué con
los estudios de citotoxicidad definiendo ahora valores al 50%. Como se indicé en el capitulo
métodos, se selecciond la técnica de captacion del RN y la técnica de reduccion de MTT.

En la determinacién de la concentracién citotéxica 50% (CCsp), TS-6 ejercié una
inhibicién del 50% en la viabilidad celular medida por interpolacién dentro de la curva de
dosis-respuesta, alcanzando valores de 136 pwg/mL. Para la reduccion metabdlica del MTT, se
obtuvo CCsp = 344 ng/mL. Teniendo en cuenta que las técnicas desarrolladas son catalogadas
ensayos in vitro, y que para todas se emplearon las células Vero como soporte celular, parece
apropiado realizar un andlisis comparativo entre los datos logrados con ellas. Sin embargo,
también debe decirse que por un método se revelan valores extremos de toxicidad (MCNC)
mientras que por los otros se expresan valores toxicos medios, lo que haria dificil su
comparacion. Se asume que la CCsy, valorada por cualquier de los dos métodos
seleccionados, representa un valor de toxicidad donde el 50% de células estan vivas, mientras
que la MCNC indicaria un valor de concentracion de la sustancia TS-6 en la que el 100% de
las células permanecen viables y tendrian un comportamiento similar al sistema control. Los
resultados sugieren actividad antifingica de las sustancias estudiadas contra hongos
contaminantes micotoxigénicos que crecen y comprometen la calidad de las materias primas
almacenados.

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio ayudardn a expandir la informacién sobre las
actividades bioldgicas de substancias orgdnicas de las clases tiosemicarbazonas,
semicarbazonas, bases de Schiff y compuestos mesoionicos. Todas las moléculas evaluadas
gjercieron accién antifingica efectiva frente a hongos productores de micotoxinas de
importancia a nivel agroalimentario. Las sustancias presentaron una accion antiftingica
aceptable inhibiendo el desarrollo de hongos productores de toxinas que influyen
negativamente en la calidad de granos de cereales almacenados, ya que comprometen
seriamente la productividad agropecuaria de un pais con serias implicancias a nivel sanitario,
en particular, si se asume que las micotoxinas, a partir de los granos contaminados, pueden
ingresar en la cadena alimentaria de hombres y animales.

Palabras-clave: Antifingicos, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Micotoxicologia.
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1. INTRODUCAO

O Brasil produz e exporta commodities agricolas, a produtividade de matérias primas e
qualidade do produto final confrontam com aspectos da seguranca alimentar devido aos riscos
de contaminacdo muitas das vezes de cardter imprevisivel e de dificil controle. A
contaminacdo de alimentos por micotoxinas é uma questdo complexa, suscitando inovagdes
tecnoldgicas e medidas profildticas ao desenvolvimento flingico que pode ocorrer na fase de
plantio, na colheita e durante o armazenamento dos alimentos, incluindo etapas posteriores de
processamentos de produtos agricolas até a sua comercializagdo. O crescimento fliingico em
produtos alimenticios € cotidianamente observado quando os alimentos sdo manipulados e
armazenados de forma inapropriada. Essa situacdo se agrava quando se tratam de matérias
primas armazenadas para futura comercializacgao.

A toxicologia é uma ciéncia multidisciplinar que teve um grande desenvolvimento,
principalmente a partir da década de 1960, com acdes ampliadas do aspecto forense a
avaliacdo de risco, na utilizacdo de estudos toxicoldgicos subsidiando a¢des regulatérias de
substancias quimicas presentes nos alimentos, no meio ambiente € nos locais de trabalho.
Nesse contexto podemos destacar as vertentes disciplinares que contemplam os estudos das
micotoxinas, consideradas substincias quimicas naturais de alto potencial toxicoldgico,
passiveis de serem veiculadas aos animais de criagdo e de produgdo e a populacdo através de
alimentos.

No Brasil, a Resolucdo 274, de 15 de outubro de 2002 do Ministério da Saude,
estabeleceu limites maximos de aflatoxinas admissiveis no leite, no amendoim e no milho
(BRASIL, 2002). As aflatoxinas eram as unicas micotoxinas cujos niveis maximos em
alimentos estavam previstos na legislacdo. O limite maximo permitido de 20 ppb, em
alimentos destinados ao consumo humano, para a soma das aflatoxinas Bj, B,, G; e G, foi
estabelecido pelo Ministério da Agricultura em 1996 e pelo Ministério da Satide, em 2002. Os
niveis de micotoxinas foram regulamentados recentemente pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria, ANVISA através da RESOLUCAO - RDC N° 7, de 18 de fevereiro de
2011, que estabeleceu os limites méaximos para aflatoxinas (B1 + B2 + G1 + G2 e M1),
ocratoxina A (OTA), desoxinivalenol (DON), fumonisinas (FB1), patulina (PAT) e
zearalenona (ZON) em alimentos prontos para oferta ao consumidor e em matérias primas
(ANVISA, 2011).

A normativa da ANVISA ja entrou em vigor e prazos para os produtores se adaptarem
findam em janeiro de 2016 e estabelece os limites das micotoxinas em 14 categorias de
alimentos, como: leite e produtos lacteos, sucos de maca e uva, café¢ torrado (moido ou em
grao) e soluvel, entre outros e prazos de acordo com o risco sanitdrio envolvido para cada uma
das micotoxinas e alimentos destinados ao consumidor infantil, que representam maior risco.
O Brasil sendo um produtor e exportador de commodities agricolas, matérias primas
produzidas por diferentes produtores com caracteristicas uniformes e ndo submetidas a
processamento industrial, e que podem ser estocados por um determinado periodo de tempo,
terd que investir em novas tecnologias para garantir a qualidade da producao.

As micotoxinas presentes em alimentos decorrem principalmente pelos fatores
ambientais favordveis ao desenvolvimento de fungos, pelas praticas agricolas inadequadas na
colheita, manipulacdo e armazenamento. As matérias primas utilizadas na composi¢do de
produtos destinados a alimentagcdo de animais de producdo, podem representar fonte de risco
potencial de contamina¢do humana face as caracteristicas quimicas das micotoxinas. Uma vez
presentes em produtos alimenticios, nao sao facilmente eliminadas através de processos
tecnoldgicos, e assim se torna imprescindivel a adocdo de métodos eficazes no controle do



desenvolvimento de fungos nos alimentos. O Brasil tem caracteristicas climéticas favoraveis
ao desenvolvimento de fungos nos alimentos e terd que desenvolver ou adotar tecnologias nos
processos de produgdo agricola para atender as normas da ANVISA, que estabelece prazos
para que os niveis de micotoxinas nos alimentos estejam de acordo com os estabelecidos pela
normativa. Provavelmente vai demandar medidas preventivas enérgicas nos setores de
producdo agropecudria.

Os limites mdximos tolerdveis de micotoxinas em diversos alimentos foram
estabelecidos e o monitoramento da produ¢do devera ocorrer de forma sistemética visando o
cumprimento da legislacdo. Tendo em vista as caracteristicas toxicoldgicas das micotoxinas e
a dificuldade de descontaminac¢do dos alimentos apds a sua produgdo, além das boas praticas
agricolas adotadas, o uso criterioso e adequado de substdncias sintéticas com potenciais
atividades bioldgicas destinadas a inibi¢do do crescimento flingico em alimentos e matérias
primas se torna relevante.

O objetivo geral deste trabalho de tese foi avaliar as atividades antifingicas de
substancias sintéticas das classes semicarbazonas, tiossemicarbazonas monossubstituidas,
tiossemicarbazonas dissubstituidas, bases de Schiff e compostos da classe mesoidnicos frente
a fungos micotoxigénicos de interesse agropecudrio no Brasil e na Argentina.

Dentre os objetivos especificos estdo determinar a concentracdo inibitéria minima
(MIC); determinar a concentragdo fungicida minima (MFC); avaliar a influéncia de
substancias sintéticas no conteido do ergosterol; testar a acdo de substincias sintéticas no
desenvolvimento do sistema vegetativo fungico; avaliar o efeito quelante de substancias
sintéticas e avaliar in vitro a citotoxicidade de substancias sintéticas.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Producao Agricola

Desde o final dos anos 1990, poucos paises cresceram tanto no comércio internacional
do agronegécio quanto o Brasil. O Pais é um dos lideres mundiais na producdo e exportacdao
de vérios produtos agropecudrios. E o primeiro produtor e exportador de café, acticar, etanol e
suco de laranja. Além disso, lidera o ranking das vendas externas do complexo de soja (grao,
farelo e 6leo), que € o principal gerador de divisas cambiais. No inicio de 2010, um em quatro
produtos do agronegdécio em circulacdo no mundo eram brasileiros. A projecdo do Ministério
da Agricultura € que, até 2030, um terco dos produtos comercializados seja do Brasil, em
funcdo da crescente demanda dos paises asidticos. O Brasil € o terceiro maior produtor
mundial de milho, totalizando 53,2 milhdes de toneladas na safra 2009/2010. A primeira idéia
€ o cultivo do grao para atender ao consumo na mesa dos brasileiros, mas essa € a parte menor
da produgdo. O principal destino da safra sdo as industrias de ragcdes para animais. Cultivado
em diferentes sistemas produtivos, o milho € plantado principalmente nas regides Centro-
Oeste, Sudeste e Sul (MAPA, 2003). O grao é transformado em Oleo, farinha, amido,
margarina, xarope de glicose e flocos para cereais matinais. O estudo das projecdes de
producdo do cereal, realizado pela assessoria de gestdo estratégica do Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA), indica aumento de 19,11 milhdes de
toneladas entre a safra de 2008/2009 e 2019/2020. Em 2019/2020, a produgdo devera ficar em
70,12 milhdes de toneladas € o consumo em 56,20 milhdes de toneladas. Esses resultados
indicam que o Brasil deverd fazer ajustes no seu quadro de suprimentos para garantir o
abastecimento do mercado interno e obter excedente para exportacdo, estimado em 12,6
milhdes de toneladas em 2019/2020. Ndmero que poderd chegar a 19,2 milhdes de toneladas.
O Brasil estd entre os paises que terdo aumento significativo das exportacdes de milho, ao
lado da Argentina (MAPA, 2003).

Em relacdo ao mercado interno, com terras férteis, extensas e clima propicio para a
agricultura, o Brasil € um dos principais produtores e fornecedores mundiais de alimentos. Os
programas de sanidade vegetal do Ministério da Agricultura garantem alimentos seguros
e mantém o Pais como peca chave do comércio globalizado. A agricultura brasileira enfrenta
desafios, como o atendimento a crescente demanda por alimentos e produtos agropecudrios,
em quantidade e qualidade. O Brasil se destaca na produgdo de culturas, como soja, milho,
arroz, feijao e cana-de-actcar. O arroz e o feijao sdo destinados, principalmente, ao consumo
interno. Outra cultura que se destaca no mercado interno € o algodao, que cresce a cada ano e
ja supera, em 60%, a producdo dos Estados Unidos da América. O Brasil alcancou o terceiro
lugar na exportacdo do produto. No entanto, a soja, representa hoje o maior peso na balanca
comercial brasileira (MAPA, 2003).

Em climas tropicais e subtropicais, como o do Brasil, o desenvolvimento fiingico é
favorecido por fatores como condi¢cdes de umidade e temperatura. Os fungos crescem e se
proliferam bem em cereais, principalmente, no milho, no amendoim, trigo, cevada, sorgo e
arroz, onde geralmente encontram um substrato altamente nutritivo para o seu
desenvolvimento. O crescimento fingico e producdo de micotoxinas em cereais podem
ocorrer nas diversas fases do desenvolvimento, maturagdo, colheita, transporte,
processamento ou no armazenamento dos graos (DILKIN, 2002; GALVANO et al., 2005;
AMARAL et al., 2006). Lesdes provocadas por insetos e escarificacdo na cuticula dos graos
no momento da colheita, facilitam a penetracdo do fungo. Os principais substratos para a
producgdo dessas toxinas s@o os cereais, cujas perdas, segundo estimativa da FAO situam-se ao

3



redor de 25% dos graos produzidos. Existem muitos tipos de micotoxinas, algumas sao
consideradas importantes do ponto de vista de saide publica: aflatoxinas (B, B., Gie (),
ocratoxina A, patulina, fumonisina, deoxinivalenol e zearalenona (FAO, 1995; GIMENO,
2000).

A agéncia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA) encontrou uma micotoxina que
afeta o crescimento humano no trigo brasileiro, a portaria divulga constatacdo de niveis de
micotoxinas no trigo brasileiro. Giberela € um teleomorfo do género Fusarium e, no caso do
trigo, o deoxinivalenol é um subproduto com efeito téxico, que se acumula no figado e se liga
a enzimas precursoras de hormonios do crescimento de seres humanos e animais. Com ele,
tanto o crescimento de massa corporal, como de altura podem ser prejudicados. Portanto, a
partir de fevereiro, o Brasil deve se adequar a legislacdo ja vigente em outros paises para
evitar niveis nocivos dessa micotoxina no cereal. Segundo pesquisas da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria (Embrapa), os produtores podem evitar essa contaminagdo no
momento da floracdo até o periodo de enchimento dos graos. Isso porque, quando hd umidade
ao redor da espiga e a temperatura é favoravel, o fungo germina e penetra nos tecidos da
planta (NOTICIAS AGRICOLAS, 2011).

Para garantir a qualidade e seguranca dos alimentos a Coordenacdo-Geral de
Qualidade Vegetal (CGQV) classifica e certifica produtos vegetais, fiscalizando
estabelecimentos que preparam, embalam e comercializam esses produtos destinados
diretamente ao consumo humano (MAPA, 2003). Apesar do controle e medidas adotadas, nos
confrontamos com diversas pesquisas alertando e comprovando a presenca de micotoxinas
nos diversos alimentos supracitados destinados ao consumo humano, também utilizados na
producgdo animal, representando outra via de contaminagdo para a populacao.

2.2. Micotoxicologia

A Toxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos nocivos decorrentes da interagdo das
substancias quimicas com o0s organismos vivos, englobando o estudo qualitativo e
quantitativo dos efeitos nocivos de substancias quimicas e de agentes fisicos; estudo das
alteracdes de resposta (lesdes bioquimicas, fisiopatolégicas e psiquicas) em um ser vivo ou
em seus descendentes e como a ciéncia que define os limites de seguranca dos agentes
quimicos e fisicos (SPINOSA et al., 2008). A toxicologia de alimentos é uma drea de
aplicacdo da toxicologia que estabelece as condi¢des em que os alimentos podem ser
ingeridos sem causar danos a sadde. Sua importancia estd em assegurar a qualidade dos
alimentos, pela deteccdo de contaminantes como as micotoxinas. A toxicologia ambiental se
ocupa do estudo das substancias quimicas presentes em matrizes ambientais como solo, dgua,
ar e os efeitos adversos que podem ser ocasionados ao meio ambiente € aos organismos
bioldgicos em interagdo com estas substancias e assim avalia o impacto sobre a saide publica
(KLASSEN et al., 1996; SPINOSA et al., 2008; OGA et al., 2008).

A toxicologia veterindria visando ndo somente animais de companhia e também,
animais de producdo, se encarrega na prevencdo e tratamento de intoxicagdes dos animais,
tendo como objetivo a saiide e bem-estar animal acarretando em beneficios e seguranga na
alimentacdo do ser humano. As questdes ligadas ao meio ambiente e aos ecossistemas como
preservacdo do ar, do solo, da dgua e dos animais em seu habitat natural também estdo
contidas na drea de atuacdo do médico veterindrio.

Os fungos micotoxigénicos sdo conhecidos desde os tempos biblicos e naquela época,
surtos de micotoxicoses ocorriam periodicamente em determinadas regidoes. Porém, na década
de 1950, enfermidades como a aleucia toxica alimentar (ATA), na Ucrania e surtos de eczema
facial de ovinos, descritos na Nova Zelandia foram enfermidades associadas a presenca de
fungos no alimento consumido. A ocratoxina (OTA), produzida por fungos do género

4



Aspergillus e Penicillium em cereais mofados e varios produtos alimentares, foi envolvida na
etiologia de uma doenca humana fatal conhecida como Nefropatia Endémica dos Balcas
(GALVANO et al., 2005, KHOURY; ATOUI, 2010).

O estudo das micotoxinas teve o seu inicio na década de 1960, época que predominava
a guerra fria, por ocasiao de um evento ocorrido na Inglaterra que despertou grande interesse
internacional, mobilizando vérios pesquisadores. No episddio, ocorreu a morte de milhares de
aves sendo denominado “doenca X dos perus’ (Turkey X Disease) por ter causa
desconhecida. Apds a realizacdo de andlises microbiolégicas e quimicas, verificou-se a
presenca do Aspergillus flavus no amendoim importado do Brasil e utilizado na alimentagao
das aves. Foi possivel entdo a comprovacao que o fungo era o responsdvel pela producao de
uma micotoxina posteriormente denominada aflatoxina, responsdvel pelo alto indice de
mortalidade das aves. A partir deste episddio, outras espécies flingicas e suas micotoxinas
foram descritas e na década de 1980, grandes avangos ocorreram nas pesquisas cientificas na
identificacao desses agentes toxicos (BENNETT; KLICH, 2003; SPINOSA et al., 2008).

O Brasil foi pioneiro na América Latina a trabalhar com micotoxinas, iniciando as
atividades nesta drea em 1967. Em 1980, foi organizado entdo o/l Encontro Nacional:
Micotoxinas: Problemas e Solucdes. A partir de entdo foi implantado o Programa Nacional de
Micotoxinas (aflatoxinas em amendoim e milho) e os Encontros Nacionais, que acontecem a
cada 02 anos. Em 1986 foi realizado no Chile o Encuentro Nacional sobre Micotoxinas y
Micotoxicosis em el Sector Agropecudrio e em 1989 El Instituto de Investigaciones
Agropecudrias, consciente da necessidade de atualizar os avangos dos estudos realizados nos
pais desde o encontro de 1986, organizaram a Jornada Nacional sobre Micotoxinas y
Micotoxicosis. Em 1988 a Argentina organizou o Seminario Latinoamericano y del Caribe
sobre Micotoxinas, quando reuniu participantes de varios paises com o objetivo de implantar
a Rede Latino Americana de Micotoxinas (SABINO, 2013).

O termo micotoxina é derivado de myco, que significa fungo, e “toxina” que significa
toxicante de origem bioldgica. Um toxicante ou agente toxico é qualquer substincia quimica
que ao interagir com o organismo vivo provoca algum efeito nocivo. A toxina, substincia
téxica produzida por seres vivos pode receber o nome genérico do ser vivo que a produz, e
toxinologia, a drea da toxicologia destinada ao estudo das toxinas (SPINOSA et al., 2008).

A micotoxicologia pode ser definida como o estudo de subprodutos metabdlicos
resultantes do crescimento de fungos em alimentos, de tal forma que quando outros
organismos sao expostos a quantidades relativamente pequenas desses subprodutos, resultam
em alteracOes na estrutura ou rompimento nas func¢des de células, tecidos, 6érgdos ou sistemas
organicos (WYATT, 2005).

2.3. Fungos Micotoxigénicos

Os fungos, também chamados de bolores ou mofos podem, pela sua acdo direta,
podem ocasionar varios problemas aos produtos armazenados. Desenvolvendo-se sobre
sementes, podem causar perda do poder germinativo da planta; afetar a qualidade por
descoloragdo do arroz e da manteiga de cacau; produzir aromas desagraddveis, como no caso
do café, além de alterar as condi¢des fisicas por desidratacdo dos produtos onde crescem.
Podem ocasionar também a diminui¢do do valor nutritivo das proteinas na maioria dos
produtos, como por exemplo, dos dleos e gorduras, do amendoim e da soja etc., além de
prejudicar seriamente o aspecto externo dos alimentos. Desta forma, os fungos podem
produzir toxinas no amendoim, arroz e muitos outros produtos, além de abrir caminho para
outros agentes de deterioracdo. Espécies flingicas produtoras de micotoxinas podem ser
classificadas em trés grupos, conforme o habitat e os substratos oferecidos para o seu
desenvolvimento, da seguinte forma: a) fungos de campo: sdo aqueles que geralmente
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contaminam o alimento antes mesmo das colheitas; b) fungos de armazenamento: aqueles que
se desenvolvem durante o armazenamento do alimento e sdo os principais responsdveis pela
deteriorac@o dos cereais, matérias primas e das ragdes, e c¢) fungos de decomposi¢ao: sao os
que tornam os alimentos improprios para 0 consumo (MfDIO; MARTINS, 2000; GIMENO,
2005; GALVANO et al., 2005).

O avanco significativo no sistema de producdo animal intensivo € a0 mesmo tempo a
causa e a consequéncia do aumento na producdo de graos, destacando-se a avicultura e a
suinocultura em particular, pois requerem uma grande quantidade de graos para atender as
necessidades nutricionais dos animais. Por esta razao, a producdo aumenta a cada ano e apos a
colheita, parte desta fica estocada até a sua utilizacdo. As condicdes de estocagem sao
determinadas por uma interacdo complexa entre 0s graos, 0 macro € 0 micro-ambiente € uma
variedade de organismos incluindo microrganismos, insetos, dcaros, roedores e passaros. Em
geral, a prevenc¢do do crescimento fingico na pré-colheita fica comprometida por fatores
inalcancdveis pelo homem como o clima, uma vez que ambos, chuva excessiva ou
insuficiente durante a fase critica de colheita pode levar ao desenvolvimento e contaminagdo
fingica, deterioracdo dos graos e produ¢dao de micotoxinas. No entanto, a manipulagcdo dos
graos na pods-colheita apresenta muito mais oportunidades para se controlar o crescimento
fungico e suas consequéncias (SANTIN, 2005).

A producdo de micotoxinas por fungos filamentosos é sazonal e diferenciada
geograficamente, o que dificulta o diagndstico das micotoxicoses em animais de criagdo,
principalmente sob a forma subaguda ou cronica. As condi¢des que afetam a producdo de
toxinas pelo fungo incluem o gé€nero fungico, susceptibilidade genética da planta hospedeira,
temperatura ambiental, umidade relativa do ar e do substrato, além de populagcdo
microbiolégica (SPINOSA et al., 2008). Existem vérias espécies fingicas micotoxigénicas,
que podem produzir diferentes tipos de micotoxinas, sendo que algumas espécies sdo capazes
de produzir mais de um tipo de toxina, que podem ser encontradas simultaneamente em um
unico produto. Dentre os principais fungos produtores, destacam-se os géneros Aspergillus e
Fusarium (GIMENO, 2000; FONSECA, 2000) e o género Penicillium (SANTIN, 2005),
considerados os de maior importancia para alimentos e ragdo, por serem os mais encontrados
e os maiores produtores de micotoxinas.

Sdo varios os fatores que promovem o desenvolvimento de fungos em alimentos,
incluindo as préticas agricolas inadequadas e condi¢des climdticas. O metabolismo fingico
origina substincias altamente toxicas que podem ocasionar grandes perdas econdmicas pela
deterioracdo de produtos agricolas, diminuicdo na producdo devido aos efeitos toxicolégicos
ocasionados aos animais de criacdo, e processos patoldgicos diversos que podem acometer o
consumidor que inadvertidamente se alimenta de produtos contaminados (DILKIN, 2002). As
aflatoxinas podem ser encontradas como contaminantes naturais nos cereais (essencialmente
no milho, trigo e arroz) e nos subprodutos de cereais, bagacos de oleaginosas (algodao,
amendoim, coco, girassol e outros), mandioca, assim como numa série de alimentos para
humanos entre os quais se destacam os cereais, produtos de cereais, frutos secos, produtos de
salsicharia, especiarias, vinhos, leguminosas, frutas, leite e derivados (GIMENO, 2000).

De maneira geral, os graos possuem elementos fingicos (conidios) em sua superficie,
os quais permanecerdo em estado de laténcia, se as condi¢des ambientais (temperatura,
umidade relativa e atividade de 4gua) permanecerem improprias ao seu desenvolvimento. Em
condi¢des favordveis de temperatura e umidade, os conidios germinam, formam hifas e, ao
desenvolverem seu micélio sobre a superficie dos graos, reduzem o seu valor nutritivo, porque
utilizam parte dos nutrientes para o seu proprio crescimento e se o fungo for toxigeno,
diversas micotoxinas podem surgir nos produtos agricolas (CRUZ, 2010). As micotoxinas sao
compostos policetonicos resultantes de reagdes de condensagdo que se produzem quando, sob
determinadas condicdes fisicas, quimicas e bioldgicas, se interrompe a redu¢do dos grupos
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cetonicos na biossintese dos dcidos graxos realizada pelos bolores. Estes dcidos graxos sao
metabolitos primérios utilizados pelos bolores como fonte de energia. As micotoxinas
formam-se habitualmente no final da fase exponencial ou no inicio da fase estaciondria do
crescimento dos bolores toxigénicos (GIMENO e MARTINS, 2003).

O género Aspergillus é um grupo taxondmico que engloba organismos cujas
caracteristicas patoldgica, agricola, industrial, farmacéutica, cientifica e cultural sdo de muita
importancia. Sdo agentes essenciais nos processos de biodegradacdo, tém sido isolados de
materiais da mais variadas origens, 6leo de aviagdo, mumias egipcias, fusiveis elétricos,
produtos plasticos. E um grupo amplo de fungos cosmopolitas que possuem um papel
importante no ecossistema, pelo envolvimento na decomposi¢do de uma grande variedade de
substratos organicos naturais. Espécies de Aspergillus sdo generalistas e podem crescer e
reproduzir em diferentes fontes de carbono devido a expressiva flexibilidade nutricional.
Diversas enzimas e dcidos organicos sdo utilizados na nutri¢ao, processo complementado pela
capacidade metabdlica em secretar numerosos metabélitos secundarios de baixo peso
molecular, provavelmente de importancia no equilibrio ecolégico. Esses fungos podem ser
encontrados em quase todos os lugares do planeta, degradando substratos naturais e substratos
feitos pelo homem (BAKER; BENNETT, 2008).

Os fungos do género Aspergillus pertencem ao Filo Ascomycotina, se caracteriza por
apresentar um conidiéforo com o dpice dilatado (vesicula) que produz células conidiogénicas
(fidlides) das quais se originam os conidios (KLICH, 2002). Os conidios apresentam-se em
diferentes cores, dependendo da espécie e sdo produzidos em longas cadeias do final das
fidlides (MIDIO, 2000). Algumas espécies do género Aspergillus sdo produtoras de
micotoxinas, em especial as aflatoxinas. Essas toxinas sdo produzidas principalmente por A.
flavus Link, Aspergillus parasiticus Speare, Aspergillus nomius Kurtzman e Aspergillus
pseudotamarii. As aflatoxinas sdo compostos naturais extremamente toxicos e carcinogénicos
(YU et al, 2005). Entre estes fungos micotoxigénicos, as cepas de A. flavus e A.
pseudotamarii sdo produtores apenas da série B. As aflatoxinas sdo biossinteticamente
consideradas bisfurano cumarinas, derivadas de decacetideos, compostos heterociclicos
distinguiveis cromatograficamente em série B, com fluorescéncia azul (Blue), quando
submetidas a radiacdo ultravioleta de comprimento de onda longo. As aflatoxinas geralmente
sdo produzidas entre 13 e 42 °C, embora entre 25 a 30 °C seja considerada temperatura 6tima
para a sua sintese (YU et al., 2005; SPINOSA et al., 2008). Aspergillus flavus é considerada a
principal espécie produtora de aflatoxinas B; e B, sendo a aflatoxina B; considerada
carcinogénica para humanos e classificada pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre
Cancer (IARC) no grupo toxicoldgico I, indicando que ha evidéncia suficiente de
carcinogenicidade em humanos (IARC, 1993).

A producdo das aflatoxinas é favorecida por vdrios fatores, especialmente umidade
relativa do ar (superior a 80%), temperatura ambiental e condicdes de integridade e teor de
umidade do substrato. A ingestdo de produtos contaminados produz um quadro de intoxicac¢ao
conhecido como aflatoxicose (MANNING, 2005; SPINOSA et al., 2008).
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Figura 1. Estruturas quimicas das aflatoxinas (SPINOSA et al., 2008).

Aspergillus nomius é uma espécie produtora de aflatoxinas do grupo B (B; e B;) e do
grupo G (Gy, Gy), conforme Figura 1 (SPINOSA et al., 2008). Compostos heterociclicos
distinguiveis cromatograficamente em série B, com fluorescéncia azul (Blue), e em série G,
com fluorescéncia verde (Green), quando submetidas a radiag¢do ultravioleta de comprimento
de onda longo (YU et al., 2005; FREIRE et al., 2007; SPINOSA et al., 2008). Aspergillus
nomius € uma espécie similar A. flavus isolado de commodities agricolas. Em estudos recentes
realizados em amostras de solo da Tailandia foi demonstrado que este fungo é mais comum
do que se pensa e pode ser a espécie de Aspergillus produtora de aflatoxina predominante em
certas condi¢des geograficas locais, podendo ser considerada como o agente etioldgico
potencial de eventos de contaminagdo devido a habilidade em produzir grandes quantidades
dessa toxina (EHRLICH et al., 2007). Aspergillus parasiticus é uma espécie flingica
produtora de aflatoxinas B; e B,, assim como A. flavus, produzindo também aflatoxinas Gy,
G; e se desenvolve naturalmente em produtos alimenticios, principalmente em alimentos tipo
grdos (FREIRE et al., 2007; SPINOSA et al., 2008).

Aspergillus ochraceus é uma espécie fingica produtora de ocratoxina A (OTA), uma das
primeiras micotoxinas a ser descrita ap6s as aflatoxinas, isolada e identificada a partir de uma
cultura deste fungo, por Van der Merwe em 1965. Toxina encontrada, especialmente em
aveia, cevada, centeio, trigo, graos de café e em outros produtos para consumo humano e
animal (BENNETT; KLICH, 2003; GALVANO et al., 2005; FREIRE et al., 2007). A IARC
classifica a OTA como uma substiancia do Grupo 2B, ou seja, um agente possivelmente
cancerigeno para o homem (IARC, 2005).

O género Fusarium também é produtor de diferentes micotoxinas, incluindo as
fumonisinas que foram descritas e caracterizadas em 1988 (BENNET; KLICH, 2003). A
principal espécie produtora de fumonisina é F. verticillioides, anteriormente classificado
como F. moniliforme. Outras duas espécies, F. proliferatum e F. nygamai também produzem
esta micotoxina. Este fungo € encontrado principalmente no milho produzindo esses
metabolitos secundarios. A maioria das espécies do género Fusarium sdao fungos do solo e
tem uma distribuicdo mundial. Alguns s@o patdgenos de plantas causando podriddo de raiz e
tronco, murcha vascular ou podriddo. Outras espécies do gé€nero causam a podriddo de
armazenamento e sdo produtores de micotoxinas importantes (MYCOLOGY ON LINE,
2012). Embora ja tenham sido identificados cerca de 20 tipos de fumonisinas, somente trés,
FB1, FB2 e FB3, foram até o momento, associadas a algum processo patolégico (CRUZ,
2010). Temperaturas em torno de 25 °C sdo consideradas 6timas para o crescimento desse
fungo, embora ele possa crescer em temperaturas que variam entre 5 e 40 °C. A temperatura
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O0tima para a produg¢do de fumonisinas encontra-se entre 20 e 25 °C (SANTIN, 2005;
SPINOSA, et al., 2008).

O género Penicillium também produz uma grande variedade de micotoxinas, incluindo
a citrinina. Esta micotoxina € um subproduto metabdlico de origem cumarinica, oriundo do
crescimento de vdrias espécies de fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus. Esta e outras
micotoxinas sdo produzidas durante o desenvolvimento flingico em graos, alimentos
processados e produtos alimenticios, oriundos ou ndo do processamento e da manipulagdo em
citricultura. O consumo de baixa concentragdo, por animais sensiveis as micotoxinas, pode
conduzir a morte dentro de poucas horas. O mais comum € a ocorréncia de intoxicacdes que
variam de agudas a cronicas, afetando, principalmente os animais criados sob-regime de
confinamento, tais como aves e suinos. A citrinina € imunotdxica para animais jovens,
comprometendo tanto a resposta humoral adaptativa como a resposta natural, quando
assimilada em baixas concentracdes, mesmo apds uma unica exposi¢ao. Assim, 0s animais em
idade de vacinagdo representam um grupo de risco para o qual se deve dar mais ateng¢do,
especialmente porque essa micotoxina pode comprometer sua capacidade de resposta as
diferentes vacinas, sem sintomas clinicos indicativos de imunossupressdo ou intoxicagao
(GALVANO et al., 2005; CARVALHO et al., 2005; CRUZ, 2010).

2.4. Micotoxinas e Impactos a Satide Humana e Animal

Segundo o sistema adotado pela IARC (1993), as micotoxinas sdo classificadas como
carcinogénicas para humanos (Grupo I), possiveis carcinogénicas para humanos (Grupo II),
nao classificdveis quanto ao potencial carcinogénico para humanos (Grupo III).

As micotoxinas podem entrar na cadeia alimentar humana diretamente através do
consumo de cereais, sementes comestiveis, condimentos, frutas, bebidas entre outros
(SUAAD; NASSER, 2011), e indiretamente através de produtos alimenticios obtidos de
animais que receberam alimentos ou ragdes (LOPES et al.,, 2005; VIEIRA et al., 20006),
contaminados com micotoxinas, podendo ocorrer residuos em leite, carne, ovos e outros
derivados. (SPINOSA et al., 2008). O impacto das aflatoxinas na alimentacdo humana é um
tema de interesse mundial. Humanos que ingerem alimentos contaminados com aflatoxina
eliminam uma quantidade varidvel de metabdlitos nos fluidos corporais ou estes sdo
acumulados nos tecidos. A ocorréncia de aflatoxinas em tecidos humanos ou fluidos é mais
um problema de paises tropicais e subtropicais que em paises frios ou de clima temperado
(GALVANO et al., 2005). Segundo o Art. 4° da Resolu¢ao da ANVISA, os niveis de
micotoxinas deverdo ser tdo baixos quanto razoavelmente possivel, devendo ser aplicadas as
melhores préticas e tecnologias na produciao, manipulacdo, armazenamento, processamento e
embalagem, de forma a evitar que um alimento contaminado seja comercializado ou
consumido (ANVISA, 2011).

Epidemiologistas focam em pesquisas na etiologia das doencas e lembram que a
exposi¢ao as micotoxinas € quase inevitdvel devido ao consumo de cereais pela populacdo e
como resultado, essas substancias t€ém a capacidade de afetar negativamente a satide humana e
modifica a susceptibilidade a doengas (TURNER et al., 2012). Estima-se que 35% dos casos
de neoplasia em humanos estejam diretamente relacionados a dieta e a presenca de aflatoxinas
em alimentos, sendo esta considerada como um dos principais fatores relacionados a indugdo
de neoplasia hepatica, principalmente em paises tropicais (FERREIRA et al., 2006).

Contaminantes e residuos de substancias quimicas podem atingir os organismos dos
animais através da alimentacdo, por meio do manejo, da dgua e do solo. Assim, podem estar
presentes nos tecidos e produtos derivados desses animais destinados ao consumo humano. Os
contaminantes sao substancias quimicas que nao adicionadas intencionalmente aos alimentos,
podem estar presentes como resultado dos processos de producdo e durante o cultivo dos
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graos utilizados para fabricacdo de ragdes destinadas a criacdo dos animais e os residuos sao
as substancias aplicadas intencionalmente com intuito profildtico ou terapéutico (SPINOSA et
al., 2008; LOPES et al., 2009).

A toxidez € a capacidade inerente da substancia quimica de provocar intoxicacdo, a
propriedade que a substancia quimica possui, em maior ou menor grau, de provocar efeitos
nocivos. Uma medida relativa do risco da exposi¢ao a uma substancia, dependendo, portanto,
das condi¢des de exposi¢do, tais como a dose ou concentracdo, a duracdo e frequéncia de
exposicdo, a via de exposicdo e propriedades fisico-quimicas da substancia como
lipossolubilidade, estabilidade, constante de dissocia¢do, pressdo de vapor, tamanho da
molécula, etc. além da suscetibilidade individual do organismo exposto. A toxidez de uma
substancia quimica pode ser avaliada através da Dose Letal 50%, dose que causa a morte de
50% da populaciao exposta ao agente, e quanto menor o valor da DLso, maior a toxidez da
substincia (OGA et al., 2008; SPINOSA et al., 2008). Na Tabela 1 se observa a toxidez em
DLy de aflatoxinas estabelecidas em algumas espécies animais.

Do ponto de vista toxicoldgico para o ser humano que pode eventualmente ingerir
produtos contaminados, € necessdrio o controle rigoroso das concentragdes destas substancias
nos alimentos e com base na avaliagdo toxicoldgica das substancias, caracterizando o risco
que podem representar para a saide humana e animal.

Os peixes estdo presentes na dieta alimentar do homem, possuindo um alto valor
nutricional e com uma grande diversidade de espécies, pertencendo a um grupo de suma
importancia econdmica (FAO, 2006; 2008). Devido a estabilidade quimica da molécula da
aflatoxina, esta pode ficar presente no musculo e tecidos de peixes que sdo alimentados com
racdo contaminada por fungos micotoxigénicos produtores desta toxina e ser uma fonte
potencial de exposi¢cdo humana pelo consumo de pescado e produtos derivados de pescado
contaminados pela aflatoxina. A presenca de aflatoxinas nos ingredientes que compdem as
racoes deve ser monitorada uma vez que tem sido detectada de forma a ser um agente
interferente no sistema de produgdo e de possivel transmissibilidade ao homem que faz uso do
peixe como parte de sua dieta (LOPES et al., 2005; FARABI et al., 2006; LOPES et al.,
2009).

Considerando-se o risco que ingredientes utilizados nas ra¢des animais possam
apresentar pelos niveis elevados de toxinas, bem como pela caréncia de estudos sobre os
efeitos das aflatoxinas nas diversas espécies de peixes, torna-se necessaria uma avaliacdo em
espécies de valor econdmico utilizadas na piscicultura destinadas a alimentacdo humana
(LOPES et al., 2005). O acimulo de micotoxinas em tecidos de peixes, devido ao consumo de
alimento contaminado, pode causar reducdo do crescimento e do hematdcrito e a repressao do
sistema imune do peixe (VIEIRA et al., 2006).

O Brasil produz cerca 70 mil toneladas de tildpias. Esse negécio ja movimenta 105
milhdes de ddlares por ano no pais. Os Estados Unidos sdo os maiores compradores do peixe,
adquirindo 135 mil toneladas por ano no mercado mundial. A China é o maior produtor do
planeta e responde por 45% da oferta global (EPAMIG, 2008).

Matérias primas e ragdes avicolas procedentes do estado do Rio de Janeiro
apresentaram niveis altos de contagem fiungica nas andlises realizadas, sendo o género
Aspergillus spp. o mais frequente e A. flavus a espécie prevalente (ROSA et al., 2006).
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Tabela 1. Dose Letal 50% (DL50) das aflatoxinas, em diferentes espécies animais.

Afs Espécie animal Sexo Idade / Yi? de ) Toxicidade
Peso administracio DL50 (mg/kg)

AFB1 Pato M 1 dia Oral 0,37
AFBI1 Pato M/F 1 dia Oral 0,33-0,36
AFB1 Galinhas - - Oral 6,5-16,5
AFB1 Rato M/F 1 dia Oral 1,0
AFB1 Rato M 21 dias Oral 5,5
AFB1 Rato F 21 dias Oral 7.4
AFB1 Rato M 100 g Oral 6,0
AFB1 Rato F 150 g Oral 17,9
AFBI1 Rato fisher M/F 0-4 dias 1P 1,1-1,36
AFBI1 Rato fisher M/F 70 dias 1P 0,75-1,3
AFB1 Rato fisher M/F 12 dias P 12-15
AFBI1 Rato fisher M/F 21 dias P 8,0
AFB1 Rato fisher M/F 42 dias 1P 4,0-5,0
AFB1 Camundongo (CFW Swiss) M 30 dias P >150,0
AFB1 Camundongo (CFW Swiss) M 58 dias 1P 40,0
AFB1 Camundongo (CFW Swiss) M 100 dias P 12,0
AFB1 Hamster M 30 dias Oral 10,2
AFB1 Cio M/F Adulto* IP 1,0
AFBI1 Cao M/F Adulto* Oral 0,5-1,0
AFBI1 Gato M/F Adulto* Oral 0,55
AFBI1 Truta arco-iris M/F 9 meses 1P 0,81
AFB1 Coelho M/F 3 meses Oral ou IP 0,30
AFBI1 Suinos M Lactante* Oral 0,62
AFB1 Porquinho da India M 250 g 1P 1,4
AFBI1 Ovino M 2a Oral 2.0
AFB1 Macaco M 2 anos Oral 22
AFB1 Macaco F 38-44 meses Oral 7.8
AFG1 Pato M/F 1 dia Oral 0,79
AFG2 Pato M/F 1 dia Oral 172,5
AFM1 Pato M/F 1 dia Oral 16,6

IP = intraperitoneal, M = machos, F = Fémeas (SPINOSA et al., 2008)

A andlise do risco consiste em processo sistemético de avaliacdo do risco, para melhor
caracterizar o risco. O risco € a probabilidade do aparecimento de um efeito adverso e a
magnitude desse efeito. Na avaliacdo do risco alimentar, o risco é a probabilidade de ocorrer
um efeito adverso na populacdo consumidora exposta aos alimentos. Na identificacdo do
perigo, sdo identificados os agentes que podem estar presentes em um determinado alimento
ou grupo de alimentos (SPINOSA et al., 2008). Os agentes bioldgicos, quimicos ou fisicos
que podem causar efeitos adversos a satde da populacdo exposta, devem ser criteriosamente
identificados e caracterizados segundo seu potencial toxicolégico (GOODMAN; GILMAN,
1996). A identificacdo especifica do perigo constitui um passo fundamental na avaliacio de
risco, fazendo parte do processo de estimativa de risco. O Regulamento Técnico da ANVISA
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trata dos principios gerais para o estabelecimento de niveis méaximos de contaminantes
quimicos, incluida as micotoxinas, em alimentos que constituam riscos a saide humana
(ANVISA, 2011).

A avaliacdo da exposicao busca estabelecer o grau de exposicdo da populacdo aos
agentes toxicos, sendo definida como a estimativa qualitativa e/ou quantitativa da ingestao
provdvel de agentes bioldgicos, quimicos ou fisicos através de alimentos. Para estimar a
exposi¢do humana as substancias quimicas presentes nos alimentos, sdo necessarios trés
dados fundamentais como a concentragdo da substancia no alimento (mg/kg), o consumo do
alimento (kg) e o peso corpéreo (kg) individual ou da populagdo em estudo. A avaliaciao da
exposicao indica a quantidade do perigo que a populacdo ou segmentos dessa populacdo pode
estar exposta, estimada através dos niveis de perigo nas matérias primas, nos ingredientes dos
alimentos incorporados ao alimento primdrio e no entorno alimentar geral. Esses dados se
combinam com as pautas de consumo de alimentos da populacdo destinatdria de
consumidores para avaliar a exposi¢do ao perigo durante um determinado periodo de tempo
nos alimentos realmente consumidos. S3o consideradas também as mudancas ocorridas nos
niveis ao longo de toda a cadeia de producao de alimentos. Para estabelecer limites maximos
desses contaminantes em alimentos, a ANVISA se apdia na ingestdo didria aceitavel - IDA,
esta estima quanto uma pessoa pode ingerir de uma substancia por dia e durante toda a vida,
sem colocar sua saude em risco (SPINOSA et al., 2008; ANVISA, 2011).

As principais fontes de informagdes sobre a toxicidade da substancia quimica e do seu
potencial carcinogénico sdo obtidas em experimentos com animais de laboratério, na
caracterizacdo da dose-resposta de substincias potencialmente téxicas presentes nos
alimentos. A AFB, teve a sua Dose Letal 50% (DL50) determinada em 0,81 mg/kg para truta
arco-iris pela via de inoculagdo intraperitoneal em animais com idade de 9 meses (SPINOSA
et al., 2008).

Os altos niveis de residuos de aflatoxina B1 tém sido atribuidos ao alto teor de gordura
na musculatura de determinadas espécies de peixes o que pode ser atribuido as diferentes
rotas do metabolismo da AFB1 nessas espécies. Estudos experimentais demonstraram o
acimulo de AFB1 no nivel de 4.25 + 0.85 ppb no musculo comestivel de peixes maritimos
alimentados com AFB1, sugerindo um risco significativo para a transmissdo de AFB1 ao
consumidor humano, tendo em vista que o limite estabelecido pela FDA foi de 5 ppb para
aflatoxina B1 em alimentos humanos (EL-SAYED, 2009).

2.5. Uso de Substancias Quimicas no Controle de Fungos Micotoxigénicos em Alimentos

A avaliagdo da eficicia de substancias quimicas no controle da germinacdo,
crescimento e producdo de micotoxinas por fungos presentes em alimentos tem sido realizada.
A eficiéncia do orto-fenilfenolato de sédio foi testada em armazém por meio de pulverizacdo
de solucdo contendo esse principio ativo no amendoim. Os resultados mostraram que todas as
concentracoes das solugdes testadas nao controlaram a producdo de aflatoxina quando
aplicadas ao amendoim em casca e umido (FONSECA, 1996).

O 4cido propidnico, também tem sido utilizado e seu efeito nas concentragdes de 3,0
g/kg (AP1) e 5,0 g./kg (AP2), foram avaliados em laboratério para verificar sua eficiéncia
sobre o crescimento fingico e produgdo de aflatoxinas, quando aplicado sobre amendoim em
casca umido. A substancia foi considerada promissora para ser utilizada na concentracio de
5,0 g/kg em condi¢des de campo para controlar o crescimento fingico em amendoim em
casca (CALORI-DOMINGUES et al., 1996).

Na Argentina, as espécies Fusarium predominantes em graos de milho sdao Fusarium
verticillioides, Fusarium proliferatum, e Fusarium subglutinans. Essas espécies tém sido
isoladas de graos de milho assintomadticos, no campo e no armazenamento pds-colheita. Os
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antioxidantes butilato de hidréxi anisoila (BHA) e propil parabeno (PP) foram avaliados no
controle do crescimento flngico para as espécies F. verticillioides e F. proliferatum. O efeito
de BHA e PP no controle do crescimento micelial de F. verticillioides e F. proliferatum teve
mais eficdcia na concentragdo de 500 pg g . Além disso, PP foi mais efetivo que BHA,
inibindo quase completamente ambas as espécies na concentracio de 500 pg g . Entretanto
na concentracio de 100-200 ug g ' os antioxidantes foram relativamente ineficazes contra
ambas as espécies F. verticillioides e F. proliferatum (TORRES et al., 2003).

A contaminacdo das colheitas pode ser prevenida ou diminuida usando 4cidos como o
benzdico, ascdrbico, propidnico, férmico e acético. Pequenas concentracdes destes fungicidas
nos alimentos devem ser efetivas a um pH situado um pouco acima do seu pK (constante de
dissociagdo de um &cido). Em um maior pH, grande parte deste dcido se encontrard sem
dissociar, ndo apresentando nenhum efeito sobre o crescimento fungico. Por outro lado, a
quantidade de 4cido adicionado ao produto armazenado deve estar relacionada com a
quantidade de 4gua do mesmo, e deve estar distribuido de uma maneira uniforme através de
todo volume a tratar. No entanto, o emprego destes dcidos em subdoses pode levar ao risco de
que se produza um incremento na capacidade toxigénica de determinados fungos,
representando assim um risco para cereal MALLMANN et al., 2006).

Os antioxidantes fendlicos, dcido gélico, 4cido vanilico, dcido protocatecuico, dcido 4-
hidroxibenzdico, catequina, dcido cafeico e 4cido clorogénico foram estudados quanto aos
seus efeitos sobre o crescimento de doze espécies de Aspergillus ocratoxigénicos e a producao
de ocratoxina A (OTA). Aspergillus ochraceus nao foi inibido por nenhum dos compostos
fendlicos e, A. carbonarius teve efeito inibitério altamente varidvel frente aos compostos
ensaiados. Os 4cidos vanilico e 4-hidroxibenzéico apresentaram os melhores efeitos
inibitérios de crescimento e da producao de OTA (PALUMBO et al., 2007).

Alimentos como fubd, farelo de soja e ra¢do avicola, foram submetidos ao processo
fisico de descontaminagdo por exposicdo a radiagdo gama. Foi demonstrado o efeito de doses
de radiacdo sobre a contagem das amostras a partir da primeira e da segunda coleta,
respectivamente. Observou-se no estudo que 8 Gy foi eficiente em eliminar a micobiota
contaminante dos substratos (RIBEIRO, 2009).

Amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma semente economicamente importante na
Argentina. Uma das estratégias usadas para reduzir a entrada de micotoxinas na cadeia do
amendoim € o uso de tratamentos quimicos durante a fase de armazenagem para reduzir o
crescimento fungico e producdo de micotoxinas. O uso de antioxidantes como butilato de
hidréxi anisoila (BHA) e propil parabeno (PP) e butilato de hidroxi tolueno (BHT) sdo
utilizados. Concentracdes de 1 mmol/L, estimularam a acumulacdo de OTA em todas as
condi¢des ambientais avaliadas. Entretanto em concentracdes iguais ou superiores que 5
mmol/L de PP, a produc¢ao de toxina foi inibida, e quando associado baixas concentracdes de
BHA (1 mmol/L) o crescimento fiingico e produ¢cdo de OTA foram estimulados por algumas
espécies Aspergillus secdo Nigri, fato observado com outras substincias antifingicas
avaliadas. Concentragdes sub-inibitérias (I mmol/L) de BHT e THB aumentou a taxa de
crescimento e estimulou a produgdo de aflatoxina B1 por espécies Aspergillus se¢ao Flavi
(PASSONE et al., 2007, BARBERIS et al., 2009a; 2009b). As substancias tetraborato de
potdssio e bdérax foram também avaliadas quanto a sua atividade in vitro frente Fusarium
sulphureum um importante fitopatégeno. Os autores mostraram que esses compostos na
concentracdo de 20g/L inibiram completamente o crescimento de micélio e a germinacdo do
conidio deste fungo (LI et al., 2012).

Nas praticas agricolas, o uso de fungicidas € uma técnica tradicional. Para diminuir a
contaminagdo no periodo pré-colheita, o tratamento de culturas com fungicidas da classe
organofosforados como o diclorvos foi eficiente em inibir A. sulphureum, P. verrucosum e A.
ochraceus. Outros fungicidas como o iprodiona, vém sendo usados em commodities agricolas
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para prevenir o crescimento de vdrias espécies fungicas, incluindo os produtores de OTA
(VARGA et al., 2010).

Em aquicultura, a eficdcia do aluminosilicato de sédio hidratado (HSAS, 0,5%) em
proteger a truta arco-iris dos danos hepéticos causados por racdo contaminada com aflatoxina
B1 também foi investigada. Os grupos experimentais foram alimentados com suas respectivas
dietas durante 12 meses, mensalmente cada grupo foi amostrado para andlises
anatomopatoldgicas e histopatoldgicas para verificacdo da presenca de lesdes hepéticas.
Apesar da presenca de HSAS, todos os grupos que receberam dieta contaminada com
aflatoxina B1 apresentaram lesdes hepaticas indicativas do processo carcinogénico, sendo que
exemplares alimentados com essas dietas por mais longo prazo apresentaram
hepatocarcinoma ou colangiocarcinoma. Estes resultados indicaram que a concentracdo de
HSAS usada no presente estudo ndo foi efetiva em prevenir o desenvolvimento de lesdes
hepaticas induzidas por aflatoxina B1 em truta arco-iris (ARANA et al., 2011).

2.6. As Tiossemicarbazonas e Semicarbazonas

As substancias sintéticas das classes semicarbazonas e tiossemicarbazonas
representam uma classe de compostos de considerdvel interesse cientifico devido as
propriedades quimicas e bioldgicas que essas substancias apresentam, tais como antitumoral,
antibacteriana, antiviral, antiprotozodria, citotéxica, dentre outras. Essa classe de compostos €
conhecida, também, pelas suas excelentes propriedades para formarem complexos
organometélicos, comportando-se como agentes quelantes.

As tiossemicarbazonas e semicarbazonas sdo substincias organicas que possuem em
sua estrutura atomos de nitrogénio e enxofre para as tiossemicarbazonas e oxigénio para as
semicarbazonas compreendidos em uma fun¢do imina (C=N) e ureia ou tiouréia. A estrutura
quimica das tiossemicarbazonas e a numeragao dos seus dtomos segundo a [UPAC (PANICO
et al., 1993) é observada na Figura 2.

Figura 2. Estrutura geral das tiossemicarbazonas.

As tiossemicarbazonas pertencem a uma classe de substincias bastante conhecidas por
suas aplica¢des importantes na pesquisa de novos farmacos, em fun¢do de seu largo espectro
de acdo (BERALDO; GAMBINO, 2004). Alguns autores atribuem esta propriedade a alta
afinidade que as tiossemicarbazonas apresentam pela enzima ribonucleotideo redutase,
responsavel pelo passo crucial na sintese do DNA e, conseqiientemente, da divisdo celular
(YU et al.,, 2005). Outros consideram que suas propriedades bioldgicas sdo devidas a
capacidade que apresentam de formar complexos com cétions metalicos, formando quelatos.
Por outro lado, autores sugerem que o mecanismo de acdo das tiossemicarbazonas € ainda
complexo e deve acontecer através da inibicdo de mudaltiplos alvos. Neste sentido, as
tiossemicarbazonas apresentam-se como ligantes versdteis tanto na forma neutra quanto na
forma anidnica, podendo formar ligacdo coordenada com metais através do d&tomo de enxofre
e do dtomo de nitrogénio azometina (C=N). Esta capacidade de formar ligacdo coordenada &
aumentada se houver grupos doadores de elétrons ligados ao carbono da fun¢do azometina
(CASAS et al., 2000).
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Suas propriedades t€m sido extensivamente estudadas na Quimica Medicinal em razio
de suas atividades bioldgicas e do provavel mecanismo de acdo que envolve a capacidade
quelante dessas substancias. Apesar da ampla versatilidade farmacoldgica desses compostos
como uma classe, especificidades estruturais podem levar a manifestacdo de atividades
especificas. Essa classe de compostos pode formar complexos metélicos, e em alguns casos €
possivel modular a atividade através do desenho do ligante ou através da escolha do metal. De
modo geral pode-se dizer que tiossemicarbazonas e semicarbazonas agem, seja como
inibidores de enzimas, através da complexacdo de metais endégenos ou através de reacdes de
redox, seja através de interacdes com o ADN e da inibi¢do da sintese do ADN. Além disso,
alguns complexos metdlicos desses ligantes apresentam a habilidade de mimetizar a acido de
certas enzimas. A atividade bioldgica dessa classe de compostos frente a diversas culturas de
fungos como Macrophomina phaseolina, F. oxysporum, A. niger, Amathia alternata,
Paecilomyces variotii vém sendo investigada e relatada na literatura (BERALDO, 2004).

A sintese das tiossemicarbazonas € geralmente obtida pela reacdo de condensacio
quimiosseletiva de tiossemicarbazidas com aldeidos ou cetonas (Figura 3). Do ponto de vista
sintético, apresentam como caracteristica principal sua versatilidade de obtencdo, assim como
sua vasta aplicacdo como intermedidrios de muitos processos de sintese, em especial de
compostos heterociclicos. Em geral, estas moléculas apresentam baixo custo de sintese, além
de grande economia de dtomos, uma vez que, com excecdo da dgua que é liberada na sua
obtencdo, todos os outros dtomos dos compostos reagentes estardo presentes na molécula final
(CHATTOPADHYAY et al., 1989; DU et al., 2002).
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Figura 3. Reagao geral de obtencdo de tiossemicarbazonas com catdlise 4cida.

Recentemente, Goulart (2010) relatou a sintese com catdlise 4cida de uma série de
tiossemicarbazonas preparadas a partir da reagdo da tiossemicarbazida com aldeidos
devidamente substituidos derivados do benzaldeido e do cinamaldeido, assim como cinco
aldeidos heterociclicos, conforme mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Sintese de tiossemicarbazonas derivadas do benzaldeido e dos cinamaldeidos,
devidamente substituidos e de aldeidos heterociclicos.

2.7. As Bases de Schiff

As bases de Schiff sd@o iminas provenientes da condensacdo de substancias
carbonilicas com aminas, sendo importantes intermedidrios envolvidos em diversas
transformagdes enzimadticas. As bases de Schiff t€m sido sintetizadas e suas atividades
bioldgicas pesquisadas, especialmente a atividade antifingica. As substancias sintéticas da
classe bases de Schiff, iminas oriundas tém apresentado atividade antifiingica, antibacteriana,
citotoxica e antitumoral. Algumas bases de Schiff com 2,4-dicloro-5-fluorofenil t€m
demonstrado efeito inibidor de crescimento de fungos de interesse clinico como A. fumigatus,
A. flavus, Trichophyton mentagrophytes, € Penicillium marneffei. Os valores de MIC para
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esses compostos foram em torno de 6,3-12,5 ug/mL indicando que essas substancias sao tao
potentes quanto o fluconazol, utilizado no tratamento clinico de infestagdes fungicas
(KARTHIKEYAN et al., 2006). Compostos da classe bases de Schiff ja foram testados
quanto a atividade bioldgica por nosso grupo, que demonstrou que Bases de Schiff derivadas
de piperonal apresentaram atividade antifiingica frente a fungos filamentosos do género
Microsporum, Trichophyton rubrum e Epidermophyton floccosum. Os dados demonstraram
que esses compostos possuem uma boa atividade antifingica aos fungos dermatéfitos testados
com valores de MIC variando de 62,5 a 500 pg/mL (ECHEVARRIA et al., 1999).

2.8. Os Compostos Mesoionicos

Pesquisadores no campo da quimica medicinal possuem considerdvel interesse nos
compostos mesoidnicos devido a determinadas caracteristicas estruturais que estes possuem.
O primeiro composto mesoionico foi sintetizado ha mais de cem anos por Fischer e Besthorn
(OLLIS et al., 1985). De 1895 a 1905, Busch descreveu a preparacio e propriedades quimicas
de alguns compostos mesoionicos (NEWTON; RAMSDEN, 1982). Esses primeiros
compostos sintetizados foram representados por estruturas biciclicas, e somente em 1938,
Schomberg representou 0os compostos mesoidnicos com estruturas de ressonancia com cargas.
Simpson, baseando-se nas estruturas propostas por Schomberg, sugeriu 0 nome de compostos
mesoionicos para essa classe de substancias (KIER; ROCHE, 1967).

Os mesoidnicos possuem uma caracteristica basica que € o fato de ndo poderem ser
representados por apenas uma estrutura totalmente covalente ou idnica e nao terem, todavia
um comportamento tipico de ilideos ou betainas. Para esses compostos uma das defini¢cdes
mais utilizadas é: “um sistema heterociclico de 5 membros com carga positiva,
contrabalancada por carga negativa localizada em uma cadeia exociclica, que ndo pode ser
representado por estruturas normais covalentes, sendo melhor descrito por um hibrido de
ressonancia de todas as formas possiveis carregadas, envolvendo no anel a presenca de caréter
aromatico (4n + 2) w elétrons” (OLLIS et al., 1985).

A atividade biolégica dos compostos mesoidnicos tem sido relacionada ao carater
aromdtico planar do anel heterociclico, ao tamanho relativamente pequeno, a variacdo da
densidade eletronica em torno do anel e a possibilidade de diferentes padrdes de distribui¢cdo
eletronica em funcdo dos variados sistemas heterociclicos. A estrutura dotada de carga
positiva e negativa, bem separada, possibilita interagcdo com vdrias moléculas organicas, entre
as quais os dcidos nucleicos e proteinas, um aspecto relevante ao potencial desses compostos
como agentes medicinais (NEWTON; RAMSDEN, 1982; SHINZATO et al., 1989).

Derivados da classe 1,3,4-triazdlio-5-tiolato foram testados frente a fungos
dermatdfitos, bactérias gram-positivas, gram-negativas e leveduras com atividade bioldgica,
suscitando pesquisas com outros compostos mesoionicos, das classes dos 1,3,4-triaz6lio-5-
tiolatos, 1,3,4-tiadiazdélio-2-aminidas e 1,2,3-oxadiazdélio-5-olatos frente a células tumorais in
vitro e in vivo. Os resultados obtidos mostraram a inibicdo do crescimento de carcinoma de
Ehrlich, Sarcoma 180, leucemia L1210 e o tumor B1IOMCII e aumento significativo da
sobrevida dos animais tratados (ECHEVARRIA et al., 1992; GRYNBERG et al.,, 1992).
Posteriormente, outras pesquisas revelaram atividade significativa do cloreto de 4-fenil-5-(4’-
nitro-estiril)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina frente ao modelo B16-F10 de melanoma murino.
Este composto mesoidnico teve efeitos citotoxicos e antiproliferativos frente a linhagens
celulares de melanoma humano, o que resultou em registro de patente em 2004 (SENFF-
RIBEIRO et al., 2004).

Alguns estudos relatam ac@o antiparasitdria significativa de derivados da classe 1,3,4-
tiadiazdlio-2-aminida frente aos parasitos causadores da leishmaniose, Leishmania
amazonensis, Leishmania braziliensis e Leishmania chagasi (DA SILVA et al., 2002;
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RODRIGUES et al,, 2007). Além disso, acao significativa antiparasitaria in vivo e in vitro do
composto mesoidnico cloreto de 4-fenil-5-[4’-(3,4-metilenodioxifenil)-1(e)-3(e)-butadienil]-
1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina frente ao Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de
Chagas (FERREIRA et al., 2008). Compostos heterociclicos derivados da classe 1,3.4-
tiadiazélio-2-aminidas-para-estiril-subtituidos na forma de seus cloridratos também foram
testados frente as enzimas DNA topoisomerase I e topoisomerase Ila, revelando acdo
inibitoria das enzimas (DA SILVA, 2007).

2.9. Ergosterol como Possivel Alvo para o Mecanismo de Acao de Substincias Sintéticas

As células flingicas e humanas apresentam muitas semelhancas e compartilham muitas
vias de metabolismo intermedidrio constituido de enzimas similares dificultando a obtencdo
de agentes com atividade antifiingica com a seletividade requerida para que se possa obter
uma molécula antifungica segura. Diferentes alvos sdo propostos para o desenvolvimento de
novos antiftingicos, incluindo, inibidores da biossintese do ergosterol, inibidores de DNA
fingico, e compostos que ajam inibindo a sintese da parede celular desses organismos
(ZACCHINO, 2001; LACAZ et al., 2002; KATHIRAVAN et al., 2012). Existem vdrias
limitagdes impostas pelos farmacos utilizados no tratamento clinico de humanos e de animais,
como alta toxidez, por exemplo, nefrotoxicidade, e hepatotoxicidade, além de resisténcia dos
fungos aos compostos disponiveis até o momento. Neste contexto, a pesquisa de novos
agentes antiflingicos que sejam mais potentes, mas, sobretudo mais seguros se torna cada vez
mais necessdria. A busca de novos agentes antiftingicos que atuem de modo seguro estd
direcionada para obtenc¢do de compostos, que causem a inibi¢do de um processo do patdgeno,
que ndo exista no hospedeiro, ou seja, apresentem toxidez seletiva (ZACCHINO, 2001).

Diferente da membrana plasmatica de células animais que apresenta colesterol, em
fungos o ergosterol € o principal esterol presente na membrana celular, exercendo papel vital
para essas células ao modular a fluidez da membrana, alterando o crescimento e a proliferacdao
celular. Os agentes antifingicos podem exercer sua atividade através da interacdo direta com
o ergosterol ou através da inibi¢do de sua sintese. Os agentes antifiingicos que atuam em nivel
do ergosterol o fazem por formagdo de complexo com o ergosterol ou inibindo alguma das
etapas da sua biossintese (ZACCHINO, 2001). Na literatura existem relatos que propde a
inibicdo do ergosterol como possivel mecanismo de a¢do de substancias sintéticas. Guran et
al. (1998) demonstraram que derivados quimicos de ciclofosfazona, com atividade quelante,
afeta os niveis de ergosterol de fungos, incluindo espécies do género Aspergillus. Ryder et al.
(1986) associaram também a atividade antifingica de substancias sintéticas com inibi¢do da
biossintese de ergosterol da célula flingica. Os autores relataram em Candida albicans a direta
inibicdo de esqualeno epoxidase, uma enzima que participa da sintese de ergosterol, por
tolnaftato e tolciclato, ambos pertencentes a classe de tiocarbamato.

2.10. Influéncia das Substancias Sintéticas no Desenvolvimento do Sistema Vegetativo
Fingico

O ciclo de vida de fungos filamentosos consiste principalmente de duas fases: a fase
do crescimento em hifas (formas vegetativas) e a fase reprodutiva, ou seja, a fase da
esporulacdo (no caso de desenvolvimento assexuado, também conhecido como conidiacdo).
Para que o fungo seja contaminante de alimentos destinados ao consumo humano, este
organismo necessita de condi¢des adequadas incluindo, temperatura e umidade para o seu
desenvolvimento. Tais condi¢des favorecem a germinacdo dos conidios permitindo que as
hifas penetrem no substrato nutritivo, como por exemplo, no tecido de uma planta ou em
graos estocados (AMARAL et al., 2006; NOTICIAS AGRICOLAS, 2011). Desta forma, a
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germinacdo é uma etapa crucial na proliferacdo e disseminacdo do fungo no alimento. As
substancias sintéticas podem inibir o crescimento flngico através do bloqueio de sua
germinacdo. Yildirim e Yapici (2007) descreveram que a germinagdo, bem como o
crescimento micelial do fungo Botrytis cinerea, um importante patdgeno de plantas e frutas,
sao inibidos por substancias quimicas como aditivos alimentares incluindo, acido sérbico e
propilparabeno e ativadores de plantas como ipradion e 6xido de potdssio. A inibicao da
germinacdo de conidios de fungos filamentosos por alcaldides também foi descrita (SINGH et
al., 2009).

Metabolismo secunddrio estd comumente associado com processo de esporulagdo em
microrganismos, incluindo fungos (SEKIGUCHI; GAUCHER, 1977; CALVO et al., 2002).
Em Aspergillus spp. foi descrito que mudancas na fase de crescimento reprodutiva desses
fungos sdo reguladas pelos niveis de producdo dos metabdlitos secunddrios, como por
exemplo o das micotoxinas (CALVO et al., 2002; TAO; YU, 2011). Acredita-se que as
micotoxinas, sejam produzidas para ativar também a esporulacdo fungica (ADAMS; YU,
1998). Sequenciamento de genoma revelou que 40 potenciais genes estdo relacionados com a
producdo de micotoxinas, que sdo produzidas no momento da esporulacdo (NIERMAN et al.,
2005). Neste contexto, a relagdo entre produg¢do de micotoxina e esporulacio vem sendo
documentada em fungos micotoxigénicos, como os do género Aspergillus. Reib (1982)
relatou que certas substancias quimicas que inibem a esporulacdo de A. parasiticus sio
capazes de afetar também a producdo de aflatoxina por este fungo. Esses dados foram
corroborados por Bennett e Papa (1988) que relataram que mutantes de Aspergillus
deficientes em esporulacdo sdo incapazes de produzir aflatoxina. No gé€nero Fusarium a
relac@o entre esporulacdo e produ¢do de micotoxina também foi descrita. A mutacdao do gene
FCC1 resultou na reducdo da esporulagdo e consequente diminui¢do da biossintese de
fumonisina B1 (SHIM; WOLOSHUK, 2001).

2.11. O Efeito Quelante como Possivel Mecanismo de Acao de Substincias Sintéticas

O ferro exerce papel essencial em espécies procaridticas e eucaridticas por fazer parte
fundamental em vdérias vias bioquimicas e se torna assim, indispensdvel para a proliferacao
celular. Algumas substancias tiveram atividade antifingica atribuida, em parte, pela
habilidade da molécula atuar como ligante tridentado que liga {ons metdlicos
(OPLETALOVA et al., 2008; DEBEBE et al., 2011).

Substancias sintéticas da classe tiossemicarbazonas vém sendo alvo de pesquisas em
suas atividades quelantes, e sdo descritas como excelentes quelantes de metais de transicao
assim como o ferro, cobre e zinco (YU et al., 2005). As tiossemicarbazonas apresentam
diversificadas atividades bioldgicas e, alguns autores atribuem esta propriedade a sua alta
afinidade pela enzima ribonucleotideo redutase, que tem o ferro em uma de suas subunidades,
responsavel pelo passo crucial na sintese do DNA e, conseqiientemente, da divisdo celular.
Suas propriedades bioldgicas sdo atribuidas a capacidade que apresentam de formar
complexos com cations metélicos, formando quelatos. Neste sentido, as tiossemicarbazonas
apresentam-se como ligantes versateis podendo formar ligacdo coordenada com metais
através do dtomo de enxofre e do dtomo de nitrogénio azometina (C=N) (TENORIO et al.,
2005). As substancias com atividade quelante de metais de transicio podem também
apresentar como possivel via de acdo a complexacdo com o ferro ndo-heme presente no meio
celular levando a efeitos antiftingicos (ZAREMBER et al., 2009).

2.12. Estudos de Toxicidade Celular

A Toxicologia é definida pela Organizacdo Mundial de Saude como a "disciplina que
estuda os efeitos nocivos dos agentes quimicos e dos agentes fisicos (agentes toxicos) nos
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sistemas biologicos e que estabelece também, a magnitude do dano em funcdo da exposicdo
dos organismos vivos a esses agentes. Estuda a natureza e os mecanismos de lesdes e a
avaliacdo das diversas alteracoes biologicas produzidas pelos agentes nocivos” (COREY,
1988). Dentro da bateria de ensaios in vitro necessarios para o registro de uma substancia, se
encontram os chamados “ensaios de citotoxicidade”. Mediante estes ensaios € possivel
detectar os efeitos adversos e/ou de interferéncia de uma substancia com diferentes estruturas
e/ou mecanismos celulares tais como: a integridade da membrana, o citoesqueleto, o
metabolismo, a sintese e/ou degradacdo, a liberacao de constituintes ou produtos celulares, a
regulagdo i6nica ou a divisdo celular (REPETTO, 2002).

Os ensaios de citotoxicidade sdo tteis para definir a citotoxicidade basal, tais como a
capacidade intrinseca de um componente de causar a morte de células como resultado de
danos severos de funcdes celulares. Ensaios de citotoxicidade também sdo necessdrios para
definir a faixa de maior concentracdo e de forma mais detalhada, fornecer informagdes
significativas sobre outros parametros, tais como genotoxicidade ou morte celular programada
(EISENBRAND et al., 2002). Os estudos toxicoldgicos in vitro sdo amplamente utilizados
porque empregam varios métodos importantes. Entre eles se destaca a avaliacdo da atividade
citotoxica de substancias sobre a proliferacdo de células cancerosas de humanos segundo a
andlise da sulforrodamina B (SKEHAN et al., 1990). Técnicas imunolédgicas tais como a IFI
(imunofluorescéncia indireta) que permite determinar a integridade do citoesqueleto. De igual
forma, o ensaio da determinacdo da perda da enzima citoplasmatica lactato desidrogenase
(LDH), a visualiza¢do e ponderagdo do dano morfoldgico celular, o ensaio de quantificacdo
de proteinas, ensaio da captacdo do vermelho neutro e o ensaio de redu¢do do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT) estdo dentro dos métodos que podem ser
utilizados para avaliar a toxicidade e quantificar a viabilidade celular apds exposi¢do a
substancias toxicas (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006).

Para determinar se uma substincia apresenta risco real ou potencial para determinado
tipo de célula, é necessdrio um método que possa medir a citotoxicidade e/ou a viabilidade
celular de forma precisa, dado que a quantificacdo da citotoxicidade € importante para a
posterior inovacdo de outros tipos de ensaios biolégicos. Entre os métodos para quantificar a
citotoxicidade de um composto podemos citar: a) Os que medem o dano celular recente. Neste
caso se detecta a diminui¢do do metabolismo basal medindo os niveis de ATP ou a atividade
mitocondrial. Um ensaio que mede a atividade mitocondrial é o ensaio de redu¢ao do MTT;
b) Os que medem o dano celular grave. Neste caso se detecta perda da integridade da
membrana medindo-se as enzimas liberadas. Ensaio de liberacdo da enzima gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase, G3PDH e da enzima LDH ou a exclusdo de corantes. Estes ultimos se
baseiam na habilidade da membrana celular das células vidveis para excluir corantes vitais.
Os corantes usados podem ser fluorescentes, como o iodeto de propidio, ndo fluorescentes
como violeta de genciana e azul de tripan (FENTEM, 1994); c) Os que medem perda de
células. Neste caso as células mortas se desprendem do substrato e se pode medir o nimero
por contagem celular, com a quantificacdo do ADN ou quantificando as proteinas totais.

Neste contexto, uma alternativa ao controle do desenvolvimento de fungos
micotoxigé€nicos em graos de cereais usados na alimentagcao poderia ser abordada, em funcado
do emprego de substincias sintéticas em concentracdes ndo toxicas. Uma vez que esses
compostos vém sendo pesquisados quanto a a¢do antimicrobiana, englobando os estudos do
seu mecanismo de agdo. As pesquisas direcionadas ao estudo de relagdes estrutura/atividade
permitem que novas moléculas sejam sintetizadas com baixa citotoxicidade.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Reagentes e Solventes

e Meio batata-dextrose dgar (Difco)

e Meio Sabouraud-dextrose dgar (extrato de levedura: Difco; peptona: Difco e glucose:
Sigma)

e Meio RPMI-1640 com glutamina, sem bicarbonato (Gibco laboratories, Life Technologies
Inc., Grand Island, NY, EUA)

e Acido 3-[N-morfolino] propanosulfonico (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

e Meio de cultura Mueller Hinton Caldo (Difco)

e Anfotericina (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

e Itraconazol (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

e Dimetilsulféxido (Sintorgan® Inddstria Argentina e Merck Darmstadt, Germany)

e Hepes (Gibco laboratories, Life Technologies Inc., Grand Island, NY, EUA)

° Histopaque® - 1077 (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

® [-glutamina (Parafarm, Argentina e Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

e Antibidticos Penicilina, Estreptomicina e Neomicina (Gibco laboratories, Life Technologies
Inc., Grand Island, NY, EUA)

e Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (Invitrogen, Oregon, EUA)

e Soro fetal bovino (Gibco laboratories, Life Technologies Inc., Grand Island, NY, EUA)
e Hoechst 33258 (1 mg/mL) (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

e Acido acético (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

e Metanol (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

e Cloreto de sodio (Merck Darmstadt, Germany)

e Cloroférmio (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

e Alcool isoamilico (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

e Etanol (Merck Darmstadt, Germany)

e Agarose (Invitrogen, Oregon, EUA)

e Tris-HCI (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

e Gas Nitrogénio sob pressdo (White Martins, Rio de Janeiro, Brasil)

e Ergosterol (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

e Lanosterol (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

e Hexano (Nuclear, Sdo Paulo, Brasil)

e Eter (Merck Darmstadt, Germany)

e Cloreto férrico (Vetec, Sdo Paulo, Brasil)

e Acido sulfirico (Vetec, Sao Paulo, Brasil)

e Tween 20 (Merck Darmstadt, Germany)

e Cloranfenicol (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

e Etanol (Merck Darmstadt, Germany)

e p-iodonitrotetrazolium violeta (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)

3.2. Equipamentos

e Estufa bacteriolégica (Heraeus, Sdo Paulo, Brasil)
e Cabine de seguranga quimica (Permution)

e Incubator Shaker (Innova 4080)

e [ citor de microplacas (Bio-Rad 680)
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e Espectrofotometro (Thermo Spectronic Genesys 10 UV-Vis)
e Centrifuga (Analitica Mikro 120)

e Camera Digital (Panasonic Lumix)

e Agitador magnético (IKA RCT basic Biovera)

e Cabina de Seguranca Biolégica (VECO Bio Seg 09)

e [ eitor de microplacas (Labsystems Multiskan MS)

e Microscopio binocular 6ptico (Zeiss Axiostar Plus)

e Microscopio invertido de contraste de fase (Zeiss Axiostar Plus)
e Balanca Analitica (AUX- 220 Shimadzu)

e Espectrofotometro (Shimadzu UV-mini 1240, Kioto, Japao)
e Bomba de vacuo (Prismatec)

e pHmetro (Gehaka PG1800)

e Vortex (Biomixer 9L 901)

e Autoclave (Hirayama)

e Sistema de dgua Milli-Q (Millipore)

3.3. Substancias Sintéticas Avaliadas quanto a sua Atividade Antifingica

As substancias sintéticas pesquisadas em sua atividade antifiingica pertencem a classe
semicarbazonas  (SM), tiossemicarbazonas  monosubstituidas, tiossemicarbazonas
dissubstituidas (TS), bases de Schiff (BS), e compostos da classe mesoidnicos (MI). Todas as
estruturas moleculares estdo apresentadas nos resultados e discussdo. As substincias sintéticas
avaliadas em sua atividade biolégica foram sintetizadas e suas estruturas foram caracterizadas
por técnicas espectroscépicas de rotina como infravermelho, massas e RMN de 'H e B¢, no
Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro. Campus Seropédica, RJ. Os processos das sinteses das substincias realizadas por
nosso Grupo de Pesquisa s@o baseados nos principios da Quimica Verde como o uso da
irradiagdo por micro-ondas, considerada promissora, pois permite a economia de energia e,
em alguns casos, a eliminacdo do uso de solvente orgénico.

3.3.1. Solubilizacao das substincias sintéticas e meio de cultivo

As substincias sintéticas das diversas classes foram avaliadas em sua atividade
antifingica pela técnica de microdiluicio em caldo para a determinacdao da concentracao
inibitéria minima (MIC), e foram solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO): Tween 20:
RPMI 1640, diluidas na razao de 1:1:8. O meio de cultivo sintético RPMI-1640 com L-
glutamina e sem bicarbonato de sédio (Gibco), utilizado nos experimentos foi tamponado com
acido 3-[N-morfino] propanosulfonico (MOPS) (Sigma) na concentracao final de 0,165 mol/L
e o pH foi ajustado com NaOH 1 M para 7,0.

3.3.2. Fungos micotoxigénicos utilizados no estudo

Para a avaliacdo das atividades antiftingicas de substancias sintéticas, foram utilizadas
cepas de fungos micotoxigénicos, obtidas na Cole¢do Micoldgica Trichocomaceae do
Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz, Rio de Janeiro, com o nimero de acesso da colecdo
(acronimo da colecdo seguido do nimero da cepa) indicando sua origem institucional (Tabela
2). Os fungos foram manipulados seguindo as normas de biosseguranca vigentes para
microrganismos da classe de risco 2.
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Tabela 2. Fungos micotoxigénicos utilizados no estudo

N° de acesso na

Nome cienifico colecdo N° do lote Origem
Aspergillus flavus CMT 00040 000400803 Pimenta do reino preta
Aspergillus nomius CMT 00328 003280500 NRRL 13137
Aspergillus ochraceus CMT 00435 004351202 NRRL 3174
Aspergillus parasiticus CMT 00334 003340503 NRRL 3000
Fusarium verticillioides CMT 00177 001771098 UFRRJ 1128
Penicillium citrinum CMT 00151 001511098 INCQS 40011

3.3.3. Cultivo e preparacao dos indculos fingicos

As ampolas contendo os indéculos flngicos das espécies de Aspergillus, F.
verticillioides e P. citrinum foram desinfetadas com dlcool 70%. A parte superior foi aquecida
em chama de bico de Bunsen, para em seguida serem adicionadas gotas de dgua estéril na
parte aquecida da ampola a fim de provocar choque térmico da mesma e o fragmento de vidro
foi retirado com auxilio de pinga estéril. Foi adicionado ao lidfilo, através de pipeta Pasteur
estéril 1 mL de dgua purificada estéril e mantido em repouso por 15 minutos. Apds esse
periodo, a suspensao de cada li6filo, foi homogeneizada e 0,1 mL foi transferido em duplicata
para placas de Petri contendo meio de cultura Sabouraud-dextrose dgar (SDA), plaqueadas
com auxilio da al¢a de Drigalsky e incubadas em estufa bacteriol6gica durante 7 dias, a 25° C.
Ap6s ativacdo da cultura de dois indculos subsequentes em meio SDA, procedeu-se entdo o
repique das amostras para o meio de cultura batata-dextrose dgar (BDA) para obtenc¢do dos
conidios. As culturas do género Aspergillus foram incubadas durante 7 dias, a 35 °C, com
excecdo da espécie A. ochraceus, incubada durante 7 dias, a 25 °C. A espécie F. verticillioides
foi incubada em estufa bacterioldgica durante 48 horas, a 35 °C e até o sétimo dia, a 25 °C. A
cultura do género P. citrinum foi crescida em meio Czapek-Dox dgar, pH 5,5 a 25 °C durante
7dias.

3.3.4. Preparacao dos inéculos dos fungos filamentosos

As colOnias fungicas de 7 dias foram cobertas com aproximadamente 1 mL de salina
(NaCl 0,85%), contendo Tween 20 (1%) estéril para obtencdo de suspensdo de conidios,
mexendo-se delicadamente as colonias com a ponta de uma pipeta Pasteur. A mistura
resultante de cada amostra fingica foi retirada e transferida para um tubo de ensaio estéril e
mantidos em repouso por 5 minutos para decantacdo das particulas maiores (possiveis hifas).
A suspensdao homogénea superior foi transferida para um tubo estéril e homogeneizada
durante 15 segundos para logo a seguir proceder ao ajuste da densidade Optica (D.O.). Para
ajustar o in6culo, a densidade O&ptica da suspensdo de indculos foi obtida em
espectrofotometro Genesys 10 UV Thermo Spectronic, a 625 nm. Apds as leituras, procedeu-
se o ajuste das densidades dessas suspensdes de conidios para um D.O., conforme a espécie
fingica. Para o género Aspergillus, D.O de 0,09 a 0,11 (transmitancia de 80 a 82%) e para o
género Fusarium, D.O de 0,15 a 0,17 (transmitancia de 68 a 70%). Em seguida, as suspensoes
foram diluidas a uma concentracdo de 1:50 (correspondente a 2x a densidade necessaria 0,8 x
10*a 1 x 10° UFC/mL. Quando 100 pL do inéculo foram adicionados na placa de 96 pogos,
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contendo 100 uL do meio RPMI 1640, a concentragdo final obtida foi corresponde a 0,4 x 10*
a5 x 10" UFC/mL.

3.3.5. Teste de viabilidade e quantificacdo dos indculos fingicos

Para o teste de viabilidade foi preparada uma diluicdo 1:200 da suspensdo ajustada de
conidios de Aspergillus spp., F. verticillioides e P. citrinum e uma dilui¢do (1:100) da
suspensdo de C. albicans ajustada. De cada suspensdo, 100 uL foram adicionados em 2 placas
de Petri contendo SDA e plaqueadas com alca de Drigalsky. As placas foram incubadas a 30
°C e para verificagdo do crescimento flngico foi realizada a contagem de unidades
formadoras de coldnias (UFC) apds 24 horas.

3.4. Determinaciao da Concentra¢ao Inibitéria Minima (MIC) de Substancias Sintéticas
da Classe Semicarbazonas frente a Espécies do Género Aspergillus e Fusarium
verticillioides

A determinacdo da concentragdo inibitéria minima (MIC) de substancias sintéticas da
classe semicarbazonas foi realizada segundo a metodologia descrita para fungos filamentosos
em conformidade com o CLSI (Instituto de Padronizacdo Clinica e Laboratorial) antigo
NCCLS (Comité Nacional de Padronizacao Clinica Laboratorial), norma M38-A (NCCLS,
2002a). Os testes de microdilui¢do em caldo foram realizados em placas de poliestireno de 96
pocos com fundo em U e para realizacdo dos ensaios foram adicionados 100 uL. de meio
RPMI 1640, tamponado com MOPS 0,165 M, pH 7,0 em todos os pogos e 100 uL. de cada
substancia a 1 mg/mL foram adicionados no primeiro po¢o de cada coluna e em seguida foi
realizada a diluicdo seriada (1:2), agitando e transferindo 100 uL para o pogo seguinte. O
processo foi repetido até o dltimo pogo onde foram desprezados os 100 uL finais. A faixa de
concentracdo de cada substincia testada variou de 500 a 3,9 pg/mL. Para o sistema controle
foi adicionado o eluente das substancias, ou seja, 100 uL de DMSO: Tween 20: RPMI 1640
(1:1:8) no primeiro poco e realizada também a dilui¢do seriada (1:2), igualmente descrito para
as substancias. Em seguida, foram adicionados 100 uL da suspensdo de conidios (0,8 x 10*a 1
x 10° UEC/ mL) em todos os pocos, exceto nos pogos referentes ao controle do meio, no qual
somente RPMI 1640 foi adicionado. As placas foram incubadas a 35 °C, durante 48 h para os
fungos filamentosos. Apds este periodo foi realizada a leitura visual para determinagdo do
MIC. O agente antifingico anfotericina B (AMB, Sigma) nas concentragdes de 16 a 0,12
pg/mkL foi utilizado como padrao de referéncia para os fungos filamentosos.

O MIC foi determinado para os fungos filamentosos como a menor concentracdo da
substancia capaz de inibir completamente (100%) o crescimento visivel do fungo. No teste de
microdilui¢do em caldo, o crescimento em cada po¢o de MIC foi comparado com o do
controle de crescimento com o auxilio de espelho de leitura.

3.4.1. Determinacao da concentracao fungicida minima (MFC) de substancias sintéticas
da classe semicarbazonas frente a espécies do género Aspergillus e Fusarium
verticillioides

A concentracdo fungicida minima (MFC) foi determinada para as substancias
sintéticas semicarbazonas capazes de inibir o crescimento de fungos micotoxigénicos segundo
o protocolo descrito por Espinel-Ingroff (2001), com modificagdes. O ensaio de MFC foi
realizado apds incubacgdo a 35 °C 48 h das placas de 96 pocos referentes ao ensaio de MIC,
conforme descrito no item 3.4. Para a determinacio da MFC, anteriormente a leitura
espectrofotométrica das placas do ensaio MIC, cada pogo foi homogeneizado e uma aliquota
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de 1 uL foi retirada e adicionada em meio SDA. A concentracdo fungicida minima foi
determinada como sendo a menor concentragdo sem crescimento visual de col6nias flingicas.
Os resultados foram avaliados 2, 3 e 9 dias durante o periodo de incubacdo a 30 °C.

3.5. Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (MIC) de Substancias Sintéticas
da Classe Tiossemicarbazonas Monossubstituidas frente a Espécies do Género
Aspergillus e Fusarium verticillioides

A determinacdo da concentracao inibitéria minima (MIC) de substancias sintéticas da
classe tiossemicarbazonas foi realizada segundo a metodologia descrita no item 3.4.

3.5.1. Determinacao da concentraciao fungicida minima (MFC) de substancias sintéticas
da classe tiossemicarbazonas monossubstituidas frente a espécies do género Aspergillus e
Fusarium verticillioides

A determinagdo da concentragdo fungicida minima (MFC) de substancias sintéticas da
classe tiossemicarbazonas monossubstituidas foi realizada segundo a metodologia descrita no
item 3.4.1.

3.6. Determinaciao da Concentracao Inibitéria Minima (MIC) de Substancias Sintéticas
da Classe Tiossemicarbazonas Dissubstituidas frente a Fungo Filamentoso Aspergillus
parasiticus e Fungo Leveduriforme Candida albicans

Nessa etapa foi realizado screening com as substancias sintéticas da classe
tiossemicarbazonas dissubstituidas, que o grupo de pesquisa estava trabalhando no momento.
Foi avaliado o potencial antifingico das moléculas e verificou-se que Aspergillus parasiticus
foi sensivel a acdo das substancias e prosseguimos na realiza¢ao dos ensaios em triplicata para
confirmar os achados. Foi incluido nas avaliagdes o fungo leveduriforme Candida albicans
para ampliar o estudo da atividade bioldgica. A determinacdo da concentra¢do inibitéria
minima (MIC) de substancias sintéticas da classe tiossemicarbazonas dissubstituidas frente a
fungo filamentoso A. parasiticus foi realizada de acordo com a norma M38-A do CLSI
(NCCLS, 2002a) conforme metodologia descrita no item 3.4.

Para os experimentos com C. albicans, a determinacdo da concentragdo minima
inibitéria (MIC) das substancias sintéticas foi realizada segundo metodologia para fungos
leveduriformes em conformidade com a norma M27-A2 do CLSI (NCCLS, 2002b). Foi
utilizado inéculo de C. albicans amostra ATCC 24433. Apés crescimento da levedura em
meio BDA por 24 h a 35 °C, as coldnias flingicas foram ressuspensas em solucao salina e a
densidade do indéculo ajustado, através de leitura em espectrofotdmetro Genesys 10 UV
Thermo Spectronic, a 530 nm, equivalente a uma solu¢do-padrao da escala de McFarland 0,5.
Esta suspensdo-padrio de levedura contém de 1 x 10° a 5 x 10° células por mL. A suspensdo
para uso foi produzida diluindo 1:100 a suspensdo celular, seguida de uma diluicdo de 1:20
com meio RPMI 1640. Quando 100 pL do inéculo foram adicionados na placa de 96 pocos,
contendo 100 uL do meio RPMI 1640, a concentragdo final obtida foi corresponde a 5,0 x 10°
a 2,5 x 10° células por mL. Todos os compostos foram solubilizados em DMSO:Tween
20:RPMI (1:1:8) e testados em concentragdes variando de 500 a 3,9 pg/mL. O antifingico
itraconazol (ITC) foi utilizado como padrao de referéncia para C. albicans.
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3.7. Determinaciao da Concentra¢ao Inibitéria Minima (MIC) de Substancias Sintéticas
da Classe Bases de Schiff frente a Espécies do Geénero Aspergillus e Fusarium
verticillioides

A determinacdo da concentracao inibitéria minima (MIC) de substancias sintéticas da
classe bases de Schiff foi realizada segundo metodologia descrita no item 3.4.

3.7.1. Determinacao da concentraciao fungicida minima (MFC) de substancias sintéticas
da classe bases de Schiff frente a espécies do género Aspergillus e Fusarium verticillioides

A determinagdo da concentracdo fungicida minima (MFC) de substancias sintéticas da
classe bases de Schiff foi realizada segundo metodologia descrita no item 3.4.1.

3.7.2. Determinacao da concentracao inibitéria minima (MIC) de substancias sintéticas
da classe bases de Schiff frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

Para avaliar um pouco mais as atividades bioldgicas dessa classe de substancias, foi
incluida a determinagdo da concentragdo inibitéria minima das bases de Schiff frente a
bactérias. Essas substancias foram sintetizadas e também faziam parte de projetos de pesquisa
realizados pelo nosso grupo. A atividade antibacteriana foi realizada com bactérias Gram-
positivas (Bacillus cereus ATCC 33019, Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923) e Gram-negativas (Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853), fornecidas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde - INCQS/
Fiocruz. As culturas foram mantidas em dgar Mueller Hinton e dgar nutriente (P. aeruginosa
somente) a 8 °C. A suspensdao de indculo de cada linhagem, em 4gar Mueller Hinton, foi
preparada para alcancar um inéculo final de 10° UFC/mL. Subculturas de todas as espécies
foram realizadas para verificar a viabilidade celular.

A concentracdo inibitéria minima (MIC) foi determinada em ensaio em microplacas com
96 pocos, segundo o documento M7-A6 do CLSI (NCCLS, 2003) com p-iodonitrotetrazolium
violeta (p-INT) como indicador colorimétrico de crescimento microbiano (ELOFF, 1998).
Todas as amostras foram solubilizadas em DMSO: Tween 20: Mueller Hinton (1:1:8) e
testadas em oito concentragdes (1.000 - 7,8 pg/mL). O Cloranfenicol (Sigma, concentracdo na
faixa de 64 a 0,5 mg/mL em 95% Etanol/H,0) foi utilizado como padrao de referéncia. Para o
controle de crescimento e esterilidade, foi utilizada dgua destilada estéril, sem solventes ou
compostos. Posteriormente, 5 uL de in6culo foram aplicados nos pocos e as microplacas
foram incubadas a 37 °C, overnight. Em seguida, 20 uL de p-INT (Sigma), 0,2 mg/mL
adicionados na solucdo aquosa e mais uma vez, as placas foram incubadas por um periodo de
2 horas, a 37 °C. A concentracdo inibitéria minima - MIC foi definida como a menor
concentracdo dos compostos que inibiu visivelmente o crescimento bacteriano, conforme
indicado pelo reagente de p-INT colorimétrico. Os testes foram realizados em triplicata.

3.8. Determinaciao da Concentracao Inibitéria Minima (MIC) de Substancias Sintéticas
da Classe de Compostos Mesoionicos frente a Espécies do Género Aspergillus, Fusarium
verticillioides e Penicillium citrinum

A determinacdo da concentragdo inibitéria minima (MIC) de substancias sintéticas da
classe de compostos mesoidnicos foi realizada segundo metodologia descrita no item 3.4.
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3.8.1. Determinacao da concentraciao fungicida minima (MFC) de substancias sintéticas
da classe de compostos mesoionicos frente Fusarium verticillioides

A determinagdo da concentracdo fungicida minima (MFC) de substancias sintéticas da
classe de compostos mesoidnicos foi realizada segundo a metodologia descrita no item 3.4.1.

3.9. Determinacdo do Efeito de Substincias da Classe Tiossemicarbazonas
Monossubstituidas sobre o Contetido de Ergosterol de Aspergillus parasiticus

As substancias da classe tiossemicarbazonas, TS-3 (125 e 250 ug/mL) e TS-6 (31,2 ¢
62,5 ug/mL) foram utilizadas para avaliar o efeito desses compostos no contetido de esterdis
de A. parasiticus CMT 00334. As substancias foram solubilizadas em DMSO:Tween
20:RPMI (1:1:8). A amostra fungica foi crescida em meio BDA por 48 h a 35 °C por 7 dias.
Para obtenc¢do dos conidios foi realizada uma raspagem das células de seis placas de cultivo
em cada experimento, com auxilio de pipeta Pasteur. A suspensao dos conidios foi recuperada
com salina suplementada com Tween-20 a 1%. Em seguida, foi feita a transferéncia da
suspensdo celular para tubo de centrifuga, permanecendo em repouso por 5 min para
precipitacdo das possiveis hifas. A suspensdo celular obtida foi centrifugada a 4000 x g
durante 10 min. Os conidios (pellet) foram lavados 3 vezes com salina, e ressuspensos em 2
mL de meio RPMI 1640. A concentracdo celular final foi ajustada através de contagem em
cAmara de Neubauer para 1 x 10’ células/mL em volume final de 1000 pl e incubadas por 48
h sob agitacdo. Foram incluidos no experimento, o controle meio, sem adi¢do de substancias e
controle DT correspondente a cada concentracdo do eluente das substancias avaliadas. Para
analisar os niveis de esterdis de A. parasiticus frente as substincias sintéticas, apds 48 h, as
amostras foram centrifugadas, e as células lavadas duas vezes com 100 uL de PBS pH 7.2. Os
lipideos totais foram extraidos das células fungicas através de uma mistura de solventes
organicos com cloroférmio: metanol (2:1; 1:1; e 1:2 v/v), adicionados ao pellet em volume
final de 300 uL (SOARES et al., 1995). Em cada etapa, as amostras foram vigorosamente
agitadas por um minuto cada, através de vortex e mantidas sob agitacdo durante 1 h a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, em cada etapa de extracdo com os solventes, as
amostras foram centrifugadas, os sobrenadantes reservados e reextraidos os pellets e
descartados apds a terceira etapa da extragdao. Os sobrenadantes reservados foram evaporados
até a secagem sob fluxo de nitrogénio e submetidos a particao de Folch (FOLCH et al., 1957).
Para isso, as amostras lipidicas foram ressuspensas em mistura de cloroférmio:metanol:agua
(8:4:3 v/v/v) agitadas e mantidas em repouso para a separacdo das fases. A fase superior foi
desprezada e a fase inferior (lipidios neutros) foi evaporada até a secagem sob fluxo de
nitrogénio. Para andlise da composi¢cdo de esterdis, as amostras lipidicas foram ressuspensas
em 30 uL de uma mistura de cloroférmio: metanol (2:1) para posterior aplicacdo em placas de
cromatografia em camada fina de alta eficiéncia (HPTLC). Foram utilizadas placas de vidro
revestidas por silica gel 60 com marcador de fluorescéncia F-254 (Sigma). A corrida
cromatografica foi realizada com a mistura de solventes organicos contendo hexano:éter:
acido acético (60:30:1,5 v/v/v). A revelacdo foi obtida com solucdo de cloreto férrico em
meio dcido (50 mg de cloreto férrico, 5 mL de dcido acético e 5 mL de 4cido sulfirico em 90
mL de dgua destilada) ap6s aquecimento para visualizacdo e identificacdo das bandas de
esterdis (LARSEN et al., 2004). Como padrdes foram aplicados ergosterol (4 pg) e lanosterol
(1 ug). A quantificacdo densitométrica do ergosterol foi realizada utilizando-se o software
Image J. A 4rea do sistema controle obtida apds andlise no Image J foi convertida para 100%.
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3.10. Determinacao do Efeito de Substancias Sintéticas da Classe dos Compostos
Mesoionicos no Contetido de Ergosterol de Fusarium verticillioides

Os efeitos das substancias da classe de compostos mesoidnicos MI-16 (3,9 e 7,8
pg/mL), MI-2 (7,8 e 15,6 pg/mL) e MI-11 (3,9 e 7,8 ug/mL) no contetido do ergosterol de F.
verticillioides CMT 00177 foram testados. F. verticillioides foi crescido em BDA e incubado
durante 48 h, a 35 °C e até o sétimo dia, a 25 °C. As substancias foram solubilizadas em
DMSO:Tween 20:RPMI (1:1:8). Para obten¢do dos conidios realizamos uma raspagem das
células de 6 placas de cultivo em cada experimento, com auxilio de pipeta Pasteur. A
suspensdo dos conidios foi recuperada com salina suplementada com Tween-20 a 1%. Em
seguida, foi feita a transferéncia da suspensao celular para tubo de centrifuga, permanecendo
em repouso por 10 min. A suspensdo celular foi centrifugada a 4000 x g durante 10 min. O
pellet, constituido por conidios foi lavado duas vezes com salina e as células foram
ressuspensas em 2 mL de meio RPMI 1640. A concentragdo celular final foi ajustada para 1 x
107 células/mL. Os procedimentos adotados na extracdo do ergosterol foram realizados como
descrito no item 3.9.

3.11. Avaliacao do Efeito de Tiossemicarbazonas TS-3 e TS-6 no Desenvolvimento do
Sistema Vegetativo de Aspergillus parasiticus

A amostra fungica foi crescida em meio BDA por 48 h a 35 °C durante 7 dias. Os
conidios foram obtidos conforme descrito no item 3.3.4. Conidios (1 x 10" células/mL) foram
incubados em 2 mL de meio RPMI 1640 pH 7,0 suplementado ou ndo (controle) com TS-3
(125 e 250 pg/mL) e TS-6 (31,2 e 62,5 pg/mL). Apdés 48 h de incubagdo a 26 °C, uma
aliquota de cada tubo foi observada em aumento de 400 x em microscopio Optico Zeiss
Axiostar Plus acoplado a camera digital.

3.12. Avaliacdo da Atividade Quelante de Substancias Sintéticas da Classe
Tiossemicarbazonas Monossubstituidas

Para avaliar a atividade quelante do Fe* pela tiossemicarbazona TS-6, foi utilizada
uma solucdo da tiossemicarbazona 30 uM em DMSO (10 mM), e de sulfato ferroso em dgua
(1,6 mM) para obtengdo dos espectros de UV em espectrofotometro (Shimadzu UV-mini
1240). Para andlise da interacdo das amostras com o metal, foi utilizada solucdo de fons Fe**
na concentracdo de 3,75 mM. Os espectros obtidos foram sobrepostos através do programa
Origin 8.0.

Para padronizar o perfil apresentado nos espectros de UV/Vis do efeito da
complexacdo da TS-6 com os fons de Fe** foi realizado o experimento com EDTA, pois
baseado na literatura este quelante complexa de forma equimolar com o Fe®*. Para avaliar o
efeito quelante frente ao Fe** foram utilizadas solucdes em dgua destilada (5,0 mL) contendo
aliquotas das solucdes-estoque de TS-6 (10 x 10” mol.L"' em DMSO) necessdrias para obter
as concentracdes de 3,75 x 10° mol.L''. A cada solucdo foi adicionado FeSO4 (16 x 107
mol.L'") em 4gua destilada para uma concentracio final de 3,75 x 10° mol.L"'. As
determinacdes espectrofotométricas foram obtidas em espectrofotometro (Shimadzu UV-mini
1240) com as solugdes contidas em cubeta de quartzo (1,7 mL). A habilidade das amostras
formarem quelantes com os fons de Fe?* foi calculada usando a equacdo 1 e expressa em
porcentagem (LIM et al., 2009).

Efeito quelante (%) = -[1-(Aamostra/ Acontrole)] X 100% (D)
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Para determinacdo da estequiometria do complexo ligante (TS-6) e o metal (Fe**) foi usado
o Método de Mollard (Fe** 25 x 10°® mol.L'") segundo a equacdao 2 (JUNIOR; CROUCH,
1988). As absorbancias foram medidas em espectrofotometro (Shimadzu UV-mini 1240).

I/'m=C; x An/Cn X Ay 2)

onde, I/m = razao entre ligante e metal
C, = concentragdo do ligante
Cm = concentragdo do metal
A = absorbancia do ligante
A, = absorbancia do metal

3.13. Avaliacao /» Virro da Citotoxicidade de Substancia Sintética da Classe
Tiossemicarbazona

Os ensaios para avaliacdo da citotoxicidade de substincia tiossemicarbazona TS-6
foram realizados no Departamento de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Ciéncias
Exatas, Fisico-Quimicas e Naturais situada na Universidade Nacional de Rio Cuarto, Rio
Cuarto, Cérdoba, Argentina. A substincia da classe tiossemicarbazona designada como TS-6
foi selecionada para estudos de citotoxicidade in vitro em fungdo de haver inibido todas as
espécies do género Aspergillus e F. verticillioides.

Para o desenvolvimento dos experimentos foi utilizada a linhagem celular Vero, clone
76 de rim do macaco verde africano (Cercopithecus aethiops) adquirida na Associagdo Banco
Argentino de Células (ABAC) da cidade de Pergamino, provincia de Buenos Aires. As células
foram mantidas em meio de crescimento para células Vero, o meio essencial minimo de Eagle
(MEM) pH 7,4 em solucdo salina balanceada de Earle, com glutamina (meio sintético Gibco).
Este meio de cultivo foi suplementado com 8% de soro fetal bovino (SFB) e 30 ug/ml de
gentamicina. Para propagacdo da linhagem celular Vero, as células foram cultivadas e se
multiplicaram em garrafas de vidro de 1.000 cm’ até a formacdo de uma monocamada
confluente. As células foram lavadas 2 vezes com PBS e as células desprendidas das garrafas
com uma solucao de tripsina contendo EDTA. A concentracdo celular foi ajustada para 2 x
10° células/mL, para o teste de viabilidade ao azul de tripan (MARGNI, 1996). A suspensdo
celular foi homogeneizada e semeada em garrafas de cultivo e incubadas a 37 °C até formagao
de novas monocamadas celulares (VANELLA, 1964; LENNETTE; SCHMIDT, 1979).

3.13.1. Determinacao da maxima concentracao nao citotoxica (MCNC)

A determinac¢do da MCNC foi baseada na observacdo em microscopio 6ptico do efeito
citopdtico, incluindo o arredondamento ou retracdo celular e o surgimento de inclusdes no
citoplasma apds tratamento com a substancia sintética. Para este estudo, as células Vero foram
crescidas em meio MEM pH 7,4 suplementado com 2% de SFB em microplacas de 96 pogos
na auséncia (controle) ou presenga de diferentes concentragdes de TS-6 (10, 25, 50, 75, 100,
125, 150, 175, 200, 225, 250 e 300 ug/mL). Cada concentragdo avaliada foi ensaiada em 4
pocos. Os cultivos foram mantidos em estufa a 37 °C durante 72 horas e examinados
diariamente ao microscopio Optico invertido. Para o sistema controle do eluente foi utilizado
DMSO 1%, concentracdo mdxima considerada ndo t6xica como descrito por Spesia (2004). A
MCNC foi definida como a maxima concentragdo da substancia TS-6 que ndo gerou alteragdo
visivel no sistema celular empregado (PUJOL, 1995).
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3.13.2. Determinac¢ao da concentracao citotoxica 50% (CCsg)

a) Por Captacao do vermelho neutro (VN)

A viabilidade celular foi monitorada usando o teste de captacdo do Vermelho Neutro
(VN) segundo Borenfreund e Puerner (1985). As células Vero foram semeadas em
microplacas de 96 po¢os a uma densidade de 3 x 10* células/poco em meio MEM com 8% de
SFB e incubadas a 37 °C durante 24 h. As monocamadas celulares confluentes foram tratadas
durante 48 h com diferentes concentracdes de TS-6, acima citadas, em triplicata. As células
foram lavadas com 200 uL de PBS, adicionados 200 pL/pogo de solu¢do de VN (30 pg/mL
em MEM) e a placa foi incubada a 37 °C por 3 h para favorecer a incorporacdo do corante
pelas células. Apds este periodo, as células foram lavadas 3 vezes com PBS e o corante foi
extraido das células com uma mistura de acido acético, etanol e dgua (1:50:49). Os valores de
absorbancia (D.0O.) foram mensurados a 540 nm em leitor de microplacas (Labsystems
Multiskan MS).

Andlises estatisticas de regressdo linear, para o coeficiente de determinacdo >0,90
foram realizadas utilizando o software Prisma 5.0. O sistema incluiu como controle, células
sem tratamento com TS-6. A viabilidade relativa nos tratamentos foi expressa como
porcentagem de diminui¢do de VN captado pelas células controles e a fragdo de sobrevivéncia
(FS) foi calculada segundo a seguinte formula:

D.O. das células tratadas
FS % = X 100
D.O. das células controle

b) Por reducido metabélica do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol
(MTT)

A viabilidade celular foi monitorada usando o teste de redu¢do do MTT segundo
Mosmann (1983). Foi utilizado o Kit Vybrant® MTT Cell Proliferation Assay (Molecular
Probes Invitrogen Detection Technologies, Eugene, Oregon, EUA).

As células Vero foram semeadas em microplacas de 96 pogos a uma densidade de 3 x
10* células/poco em meio MEM contendo 8% de SFB e incubadas a 37 °C durante 24 h. As
monocamadas celulares confluentes foram tratadas durante 48 h com diferentes concentracdes
de cada substancia, em triplicata. As solu¢des foram removidas das placas e as células foram
lavadas com 200 pL. de PBS/po¢o. Em seguida, foram adicionados 100 pl. de MEM sem soro
e 25 puL da solu¢do de MTT (Img/mL de MTT em PBS 0,01 M pH 7,2) a cada poco. A placa
foi incubada a 37 °C durante 4 h. Ao final desse tempo, as monocamadas foram lavadas com
200 pL de PBS por cada poco e os cristais de formazana solubilizados com 100 pL/pogo de
DMSO. A interpretac@o dos resultados foi feita por leitura a 560 nm em leitor de microplacas.

Andlises estatisticas de regressdo linear, para um coeficiente de determinacido >0,90
(software Prisma 5.0) foram realizadas. O sistema incluiu como controle, células sem
tratamento com as substancias. A viabilidade relativa nos tratamentos foi expressa como
porcentagem de diminuicdo da redu¢do de MTT em comparagdo com as células controles e a
fracdo de sobrevivéncia (FS) foi calculada seguindo a seguinte féormula:

D.O. das células tratadas
FS % = X 100
D.O. das células controles
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3.14. Analises Estatisticas

As andlises estatisticas para determinacdo da concentracao citotéxica 50% (CCsp) por
captacdo de VN e MTT foram calculadas por regressdo linear utilizando o soffware Prisma
5.0. Pelo menos trés experimentos independentes da extracdo de ergosterol e HPTLC foram
realizados, no entanto, um resultado representativo foi selecionado, e utilizado para quantificacdo
densitométrica através do software Image J.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi avaliado o efeito de diferentes substancias sintéticas na atividade antimicrobiana
com enfoque em fungos micotoxigénicos. Dentre os compostos foram testados: 4 (quatro)
séries de substincias sintéticas: a) semicarbazonas, 9 (nove) substancias; b)
tiossemicarbazonas, sendo 8 (oito) monossubstituidas e 36 (trinta e seis) dissubstituidas; c)
bases de Schiff, sendo 7 (sete) derivadas da aminopiridina e benzaldeidos substituidos e d)
cloridratos mesoidnicos, sendo 16 (dezesseis) da classe dos 1,3,4-tiadiazélio-2-aminidas.
Além disso, as tiossemicarbazonas dissubstituidas foram avaliadas frente ao fungo
filamentoso A. parasiticus e leveduriforme C. albicans. Enquanto as bases de Schiff foram
ensaiadas também quanto a atividade antibacteriana. As avaliacdes de atividades antifiingicas
consistiram nas determinacOes dos valores da concentracdo inibitéria minima (MIC) para
todas as substincias, enquanto os ensaios para determinacdo da concentra¢do fungicida
minima (MFC) foram realizados somente para as substancias que apresentaram atividade
contra fungos micotoxigénicos nas determinac¢des do MIC.

4.1. Determinacao do MIC de Substancias da Classe Semicarbazonas frente a Espécies
do Género Aspergillus e Fusarium verticillioides

Os ensaios in vitro para avaliar a atividade antifingica das semicarbazonas (SM1-9)
foram realizados pela técnica de microdiluicao em caldo em conformidade com a norma M38-
A do CLSI, para fungos filamentosos (NCCLS, 2002a). Esta técnica apresenta mais
sensibilidade quando comparada a outras técnicas (LASS-FLORL; PERKHOFER et al., 2008;
LASS-FLORL, 2010). Os experimentos foram realizados no Laboratério de Taxonomia,
Bioquimica e Bioprospec¢dio em Fungos do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz/RJ. A
metodologia empregada confere exatidao e reprodutibilidade, permitindo avaliar inicialmente
a atividade antifiingica das substidncias com perspectivas de uso no controle do
desenvolvimento de fungos em alimentos no periodo de colheita e armazenamento. As
substancias que apresentaram efeito fungistatico e fungicida sobre as cepas micotoxigénicas
estudadas, foram selecionadas para serem submetidas a estudos quanto a sua citotoxicidade.
Os resultados servirdo de subsidios para estudar os mecanismos de agdo tdéxica, que dao
suporte de seguranca e sustentam a possibilidade de uso das substancias em estudos futuros
para fins farmacolégicos.

Os testes de sensibilidade dos fungos em microdilui¢do em caldo foram realizados in
vitro com base nos testes de referéncia reprodutiveis para fungos filamentosos. A metodologia
dos testes de sensibilidade dessas espécies de fungos, assim como as condi¢des do teste,
incluindo a preparacdo, o tamanho do indculo, o periodo e a temperatura de incubacgdo, a
formulacdo do meio, assim como os critérios para a determinacdo do MIC foram realizados
em conformidade com a norma M38-A do CLSI (NCCLS, 2002a).

A determinacdo da atividade antifingica de 9 substancias sintéticas da classe das
semicarbazonas foi realizada visando obter os valores de concentracdo inibitéria minima
(MIC). A Figura 5 mostra as estruturas moleculares das semicarbazonas avaliadas.
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Figura 5. Estruturas moleculares das semicarbazonas SM1-9 avaliadas frente aos fungos
micotoxigénicos.

Os resultados observados para as semicarbazonas indicaram que apenas os derivados
SM-1 e SM-4 inibiram o crescimento de A. flavus e F. verticillioides, respectivamente.
Ambos os compostos tiveram MIC igual a 500 pg/mL, conforme resultados na Tabela 3.

Tabela 3. Concentracdo inibitéria minima - MIC (ug/mL) de semicarbazonas frente a
espécies do género Aspergillus e Fusarium verticillioides.

Semicarbazonas A. flavus  A. nomius  A. ochraceus A. parasiticus  F. verticillioides
SM-1 500 >500° 5500 5500 >500
SM-2 >500 >500 >500 >500 >500
SM-3 >500 >500 >500 >500 >500
SM-4 >500 >500 >500 >500 500
SM-5 >500 >500 >500 >500 >500
SM-6 >500 >500 >500 >500 >500
SM-7 >500 >500 >500 >500 >500
SM-8 >500 >500 >500 >500 >500
SM-9 >500 >500 >500 >500 >500

Os MICs foram determinados conforme descrito no documento M38-A (NCCLS, 2002a) e descrito em material
e métodos. A anfotericina B (AMB) foi utilizada como padrdo de referéncia e teve MIC igual a 2 pg/mL para
todos os géneros Aspergillus, exceto A. parasiticus que teve MIC igual a 0,5 pg/mL. O MIC da AMB para F.
verticillioides foi de 2 pg/mL. *A representa¢do de >500, corresponde que a substincia néo afetou o crescimento
fingico até a concentracdo de 500 pg/mlL.

4.1.1. Determinacao do MFC de substancias da classe semicarbazonas frente a espécies
Aspergillus e Fusarium verticillioides

A determinacdo da concentra¢do fungicida minima (MFC) das semicarbazonas foi
realizada segundo o protocolo descrito por Espinel-Ingroff (2001) com modificagdes, foram
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avaliadas as substancias com valores de MIC = 500 pug/mL, ou seja, a SM-1 para A. flavus e
SM-4 para F. verticillioides. A MFC dessas semicarbazonas frente aos fungos
micotoxigénicos teve efeito fungistatico com MFC > 500 pg/mL e crescimento visivel em 2
dias de cultivo (dados ndo mostrados).

4.2. Determinacio do MIC de Substincias da Classe Tiossemicarbazonas
Monossubstituidas frente a Espécies do Género Aspergillus e Fusarium verticillioides

A determinacdo da atividade antifiingica de 8 (oito) substancias sintéticas da classe
tiossemicarbazonas monossubstituidas foi realizada pela técnica de microdilui¢do em caldo
segundo o documento M38-A do CLSI, visando obter os valores de concentragdo inibitdria
minima (MIC). Essa classe de substancia teve atividade antifingica mais efetiva quando
comparada com a classe semicarbazonas. A Figura 6 mostra as estruturas moleculares das
tiossemicarbazonas monossubstituidas avaliadas.

HzN\fs
Z | S N/N\H
N v
H,C~ N z \1T1 NH, .
X
i TS-4 X=H
s N_ _NH, TS-5 X =NO,
AN N/ _
Y \[S]/ TS-6 X = Br
TS-2 NH,
S:<
H N—N
\
Y. S N/N\”/NHZ
X S g TS-7 X=H
X - =
T8-3 TS-8 X = CN

X =OH, Y = OCH;

Figura 6. Estruturas moleculares das tiossemicarbazonas TS 1-8 avaliadas frente aos fungos
micotoxigénicos.

A substancia TS-6 foi capaz de inibir o crescimento de todas as amostras fingicas com
MIC igual a 125 pg/mL para A. nomius, A. ochraceus e A. parasiticus € MIC de 250 pg/mL
para A. flavus e 500 pug/mL para F. verticillioides. Enquanto que, TS-3 inibiu 100%, na
concentracao de 500 ug/mL, o crescimento de A. flavus, A. parasiticus e F. verticillioides. As
tiossemicarbazonas TS-1, TS-2, TS-4 também tiveram efeito inibitério (MIC = 500 pug/mL)
frente A. parasiticus (Tabela 4). Entre os fungos filamentosos testados A. parasiticus foi o
mais sensivel a acdo das tiossemicarbazonas, além de ser um dos fungos que teve maior
inibi¢do no crescimento por a¢do da TS-6 (MIC = 125 pg/mL). As tiossemicarbazonas TS-3 e
TS-8 tiveram MIC igual a 500 pug/mL frente A. parasiticus e, também foram capazes de inibir
a proliferacao de A. flavus (Tabela 4).
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Tabela 4. Concentracdo inibitéria minima - MIC (ug/mL) de tiosemicarbazonas frente a
espécies do género Aspergillus e Fusarium verticillioides.

Tiossemicarbazona A. flavus  A. nomius  A. ochraceus A. parasiticus  F. verticillioides

TS-1 >500" >500 >500 500 >500
TS-2 >500 >500 >500 500 >500
TS-3 500 >500 >500 500 500

TS-4 >500 500 >500 500 >500
TS-5 >500 >500 >500 >500 >500
TS-6 250 125 125 125 500

TS-7 >500 >500 >500 >500 >500
TS-8 500 >500 >500 500 >500

Os MICs foram determinados conforme descrito no documento M38-A (NCCLS, 2002a) e detalhado
em material e métodos. A AMB foi utilizada como padrao de referéncia e teve MIC igual a 2 pg/mL
para todas as espécies do género Aspergillus, exceto A. parasiticus que teve MIC igual a 0,5 pg/mL. O
MIC da AMB para F. verticillioides foi de 2 pg/mL. “A representacdo de >500 corresponde que a
substincia nao afetou o crescimento fiingico até a concentracio de 500 pug/mL.

4.2.1. Determinacdo do MFC de substancias da classe tiossemicarbazonas
monossubstituidas frente a espécies do género Aspergillus e Fusarium verticillioides

A determinagdo da concentragdo fungicida minima (MFC) foi realizada segundo o
protocolo  descrito por Espinel-Ingroff (2001) com modificagdes. Dentre as
tiossemicarbazonas monossubstituidas avaliadas foram selecionadas para os testes de MFC, as
que tiveram melhor atividade antimicrobiana como TS-3 e TS-6. TS-3 com valores de MIC =
500 pug/mL para A. flavus, A. parasiticus e F. verticillioides e, TS-6 com valores de MIC =
125 ug/mL para A. nomius, A. ochraceus, A. parasiticus e MIC = 250 ug/mL para A. flavus e
MIC = 500 pug/mL F. verticillioides. As substincias TS-3 e TS-6 tiveram efeito fungistitico
(MFC > 500 pg/mL), ap6s o segundo dia de cultivo ja foi possivel visualizar a formacdo de
colonias nas amostras do género Aspergillus (Figura 7). Dentre as tiossemicarbazonas
avaliadas somente a TS-6 teve efeito fungicida contra F. verticillioides como observado na
Figura 8, onde mesmo apds inoculagdo dos conidios tratados em meio rico, ndo houve
crescimento celular.
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Figura 7. Fotografias das placas de ensaios para determinacdo da concentracdo fungicida
minima (MFC) de substancias da classe tiossemicarbazonas monossubtituidas no
crescimento das espécies do género Aspergillus. Os conidios foram adicionados a
microplacas de 96 pocos contendo meio RPMI 1640, pH 7,0 e concentracdes de 500
ug/mL e 250 pg/mL das substancias sintéticas TS-3 e TS-6. Apds 48 h de incubagdo a
35°C e leitura visual para determinagdo do MIC segundo preconizado pelo documento
M38-A do CLSI, cada poco foi homogeneizado e uma aliquota de 1 pL foi adicionada
ao meio SDA. As placas foram observadas ap6s 2, 3 e 9 dias de incubagao a 30 °C.

A atividade bioldgica de substancias sintéticas da classe tiossemicarbazonas em
fungos vem sendo estudada por varios grupos (BERALDO; GAMBINO, 2004; YU et al.,
2009). Nossos resultados sugerem que as tiossemicarbazonas monossubstituidas tiveram
moderada atividade antifingica para a maioria dos fungos micotoxigénicos testados, com
valores de MIC de 500 pg/mL. Dentre os fungos A. parasiticus foi o mais sensivel a acao
desses compostos. De fato, a inibicdo do crescimento foi mais efetiva para os fungos do
género Aspergillus que tiveram valores de MIC iguais a 125 pg/mL para a substancia TS-6.
Esses resultados foram compardveis aos descritos por Rodriguez-Argiielles et al. (2009) que
testaram a atividade bioldgica de 12 complexos de tiossemicarbazonas e, dentre estes, 10
compostos tiveram MIC>200 pg/mL e 2 desses compostos foram capazes de inibir o
crescimento de A. niger com MIC variando de 50 a 100 pg/ml.
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Figura 8. Fotografias das placas de ensaios para determinagcdo da concentracdo fungicida
minima (MFC) de substancias da classe tiossemicarbazonas monossubstituidas TS-3 e
TS-6 no crescimento de Fusarium verticillioides. As células foram submetidas ao
mesmo procedimento descrito na Figura 7 para determinacdo do MIC. Para a
determina¢do da MFC, cada poco foi homogeneizado e uma aliquota de 1 pL foi
adicionada em meio SDA. Apés incubagdo por 2, 3 e 9 dias a MFC foi determinada
como sendo a menor concentragdo sem crescimento visual de colOnias flingicas.

4.3. Determinacdo do MIC de Substancias da Classe das Tiossemicarbazonas
Dissubstituidas frente a Fungo Filamentoso Aspergillus parasiticus e Fungo
Leveduriforme Candida albicans

Foram avaliadas 36 substincias da classe das tiossemicarbazonas dissubstituidas
derivadas do cinamaldeido, 3-indolcarboxaldeido, 2-piridinacarboxaldeido e 4-
quinolinacarboxaldeido frente ao fungo filamentoso A. parasiticus e ao fungo leveduriforme
C. albicans, a Figura 9 mostra as estruturas das tiossemicarbazonas avaliadas. Dentre as
tiossemicarbazonas dissubstituidas avaliadas, 13 tiveram atividade antimicrobiana, conforme
monstrado pelos valores dos MIC na Tabela 5. As tiossemicarbazonas dissubstituidas tiveram
maior acdo antifungica especialmente para o fungo leveduriforme C. albicans e moderada
acdo antifingica frente ao fungo filamentoso A. parasiticus. Esses resultados fizeram parte de
um artigo na revista Molecules 2011, 16, doi:10.3390/molecules161210668. Microwave-
Assisted Synthesis of New N1,N4-Substituted Thiosemicarbazones.
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TS9: R = p-CHy-CgHa; Ry = 6a TS17: R = CgHs; Ry = 6b TS26: R = CgHs; Ry = 6¢ TS35: R = CgHg; Ry = 6d
TS10: R = p-CHy0-CeHy; Ry =6a  TS18: R = p-CHg-CgHa; Ry = 6b TS27: R = p-CHy-CgHy; Ry = 6C TS36: R = p-CHy-CgHy; Ry = 6d
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TS14: R = CHy(CH,),CHx; Ry = 6a  TS22: R = (CHg),CH; Ry = 6b TS31: R = (GHg),CH; Ry = 6¢ TS40: R = (CHg),CH; Ry = 6d
TS15: R = CHy(CHp),CHy; Ry= 62 TS23: R = CHg(CHp)oCHy; Ry= 6b  TS32: R = CHy(CHo):CHy; Ry = 6c  TS41: R = CHa(CHy)oCHy; Ry = 6d
TS16: R = GHyy; Ry = 6a TS24: R = CHy(CHo),CHy; Ry = 6b  TS33: R = CHy(CH,),CHy; Ry =6c  TS42: R = CHy(CHy),CHa; Ry = 6d

TS25: R = C6H11; R1 =6b TS34:R = C6H11; R1 =6¢C TS43:R = CGH11; R1 = 6d

Figura 9. Estruturas quimicas das tiossemicarbazonas dissubstituidas ensaiadas frente ao
fungo filamentoso Aspergillus parasiticus e leveduriforme Candida albicans.

Considerando-se a Tabela 5 pode ser observado que as tiossemicarbazonas com maior
atividade antifingica, TS-12, TS-14, TS-19 e TS-22, tiveram valores de MIC = 250 pug/mL
frente ao fungo leveduriforme C. albicans. Dentre as 13 tiossemicarbazonas que tiveram
atividade antifiingica frente ao fungo filamentoso A. parasiticus apenas a TS-15 ndo teve
efeito antimicrobiano, as demais substincias tiveram efeito inibitério com valores de MIC =
500 pg/mL.

Tabela 5. Concentracdo inibitéria minima - MIC (ug/mL) para as substancias
tiossemicarbazonas dissubstituidas frente a isolados de Candida albicans e Aspergillus
parasiticus.

Tiossemicarbazonas Candida albicans Aspergillus parasiticus
dissubstituidas (ug/mL) (ug/mL)
TS-12 250 500
TS-14 250 500
TS-15 500 >500
TS-17 500 500
TS-18 >500 500
TS-19 250 500
TS-20 500 500
TS-21 >500 500
TS-22 250 500
TS-23 500 500
TS-24 >500 500
TS-25 500 500
TS-32 >500 500

Os MICs foram determinados conforme preconizado no documento M27-A2 (NCCLS 2002b) para C.
albicans e M38-A para A. parasiticus (NCCLS, 2002a) conforme detalhado em material e
métodos. O itraconazol (ITC) utilizado como padrdo de referéncia para C. albicans teve MIC
igual 0,03 pg/mL. A representacdo de >500 corresponde que a substancia ndo afetou o

crescimento fungico até a concentra¢ao de 500 pg/mL.
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4.4. Determinacao do MIC de Substiancias da Classe Bases de Schiff frente a Espécies do
Género Aspergillus e Fusarium verticillioides

Foram avaliadas as atividades antifiingicas de 7 (sete) substancias sintéticas da classe
bases de Schiff (BS1-7, conforme estruturas moleculares mostradas na Figura 10) através da
determina¢cdo do MIC frente aos diferentes fungos micotoxigénicos. A partir dos resultados
obtidos, foi possivel observar que a substincia mais eficaz foi a BS-7 (Tabela 6). Esta
substncia teve atividade contra todos os fungos testados. Valores de MIC iguais a 125 pg/mL
foram determinados para F. verticillioides e para todos Aspergillus spp. exceto A. nomius, que
teve seu crescimento completamente inibido somente com 250 pg/mL de BS-7 O fungo mais
sensivel a acdo das bases de Schiff foi A. parasiticus que além de ter seu crescimento inibido
por BS-7 foi sensivel também a BS-1 e BS-2 na concentragdo de 500 pg/mL. A substancia
BS-1 inibiu, ainda, o fungo A. flavus quando tratado, também, com 500 pug/mL (Tabela 6).
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Figura 10. Estruturas moleculares das bases de Schiff avaliadas frente a espécies do género
Aspergillus e Fusarium verticillioides.

A base de Schiff BS-7 teve o melhor efeito inibitério frente a todos os fungos
ensaiados, conforme descrito anteriormente, e desta forma, podemos sugerir que a presenca
do grupo substituinte nitro no anel aromadtico ligado ao carbono azometinico pode ter
contribuido para essa maior atividade antifingica.
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Tabela 6. Concentracao inibitéria minima - MIC (ug/mL) de bases de Schiff frente a espécies
do género Aspergillus e Fusarium verticillioides.

Bases de Schiff A. flavus  A. nomius A. ochraceus A. parasiticus F. verticillioides
BS-1 500 >500 >500 500 >500
BS-2 >500 >500 >500 500 >500
BS-3 >500 >500 >500 >500 500
BS-4 >500 >500 >500 >500 >500
BS-5 >500 >500 >500 >500 >500
BS-6 >500 >500 >500 >500 500
BS-7 125 250 125 125 125

Os MICs foram determinados conforme descrito no documento M38-A (NCCLS, 2002a) e detalhado
em material e métodos. A AMB utilizada como padrao de referéncia teve MIC igual a 2 pg/mL para
todos os géneros Aspergillus, exceto A. parasiticus que teve MIC igual a 0,5 pg/mL. O MIC da AMB
para F. verticillioides foi de 2 pg/mL. >500, corresponde que a substincia ndo afetou o crescimento
fiingico até a concentragdo de 500 pg/mL.

4.4.1. Determinacio do MFC de substancias da classe bases de Schiff frente a espécies do
género Aspergillus e Fusarium verticillioides

Nos ensaios para determinacdo das MFC das bases de Schiff foi verificado que as
substancias avaliadas inibiram o crescimento de Aspergillus spp. de forma fungistatica
(Figura 11). BS-7 foi a unica substancia com efeito fungicida e determinado o MFC em 500
pg/mL para F. verticillioides. A auséncia de crescimento pode ser observada ja no segundo e
terceiro dias apds adi¢do dos conidios tratados em meio SDA na auséncia de BS-7 e foi
confirmada apds 9 dias de incubagdo a 30 °C (Figura 12).
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Figura 11. Fotografia das placas de ensaios para determina¢do da concentracdo fungicida
minima - MFC da base de Schiff BS-7 frente a espécies do género Aspergillus. As
células flngicas A. flavus, A. nomius, A. ochraceus e A. parasiticus foram submetidas
ao mesmo procedimento descrito no item 3.4 para determinacdo do MIC. Para a
determina¢do da MFC, cada poco foi homogeneizado e uma aliquota de 1 pL foi
adicionado em meio SDA. Apds incubagdo por 2, 3 e 9 dias a MFC foi determinada
como sendo a menor concentragdo sem crescimento visual de colOnias fingicas.
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\

500 500

Figura 12. Fotografia das placas de ensaios para determina¢do da concentracdo fungicida
minima - MFC da base de Schiff BS-7 no crescimento de Fusarium verticillioides. As
células foram submetidas ao mesmo procedimento descrito no item 3.4 para
determinagdo do MIC. Para a determinac¢do da MFC, cada poco foi homogeneizado e
uma aliquota de 1 pL foi adicionada em meio SDA. Apds incubagdo por 2, 3 e 9 dias a
MEC foi determinada como sendo a menor concentragdo sem crescimento visual de
colonias fungicas.
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4.5. Determinacao do MIC de Substancias Sintéticas da Classe Bases de Schiff frente a
Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

Foram avaliadas as atividades antimicrobianas de 7 (sete) bases de Schiff, BS1-7
através da determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC) frente as bactérias Gram-
positivas B. cereus, B. subtilis e S. aureus e Gram-negativas E. coli, E. faecalis, K.
pneumoniae e P. aeruginosa, conforme método preconizado pelo CLSI, e os resultados sdo
apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Concentra¢do inibitéria minima - MIC (ug/mL) de bases de Schiff frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Bactérias
Gram-positivas Gram-negativas
Base B. B. S. E. K. P. E.
Schiff cereus subtilis aureus  faecalis = pneumoniae aeruginosa coli
BS-1 1 1 1 1 1 1 1
BS-2 1 1 1 1 0,5 1 1
BS-3 1 1 1 1 1 1 1
BS-4 1 1 1 1 0,5 1 1
BS-5 1 1 1 1 1 1 1
BS-6 0,5 0,5 0,125 0,5 0,5 1 0,5
BS-7 1 1 1 1 1 1 1

Os MICs foram determinados conforme preconizado no documento M7-A6 do CLSI (NCCLS,
2003) empregando-se o p-iodonitrotetrazolium violeta (p-INT) como indicador colorimétrico
de crescimento microbiano, conforme detalhado em material e métodos. O Cloranfenicol
utilizado como padrao de referéncia apresentou um MIC igual a 16 pg/mL.

As bases de Schiff sintetizadas a partir de aldeidos e aminopiridinas tiveram atividade
antimicrobiana para todas as bactérias testadas. No entanto, com valores de MIC na faixa de
miligramas para maioria dos isolados. A substancia mais eficaz foi a BS-6 (Tabela 7) que teve
MIC igual a 1 mg/mL somente para P. aeruginosa, € valore de MIC na faixa de miligramas
(0,5 mg/mL) para B. cereus, B. subtilis, E. coli, E. faecalis e K. pneumoniae e, ainda, MIC
igual a 0,125 mg/mL para S. aureus, o microorganismo mais sensivel a acdo das substancias
da classe bases de Schiff avaliadas neste trabalho. O Cloranfenicol utilizado como padrao de
referéncia apresentou MIC igual a 16 pg/mL.

Esses resultados permitiram uma avaliacdo mais ampla das atividades bioldgicas
dessas moléculas, tendo em vista que essa classe de substancias estd contida em uma linha de
pesquisa em desenvolvimento pelo nosso grupo de pesquisa.

4.6. Determinacio do MIC de Compostos Mesoionicos frente a Espécies do Género
Aspergillus, Fusarium verticillioides e Penicillium citrinum

Foram avaliados 16 (dezesseis) compostos da classe mesoidnicos na forma de
cloridratos, MI 1-16, quanto a atividade antiftingica. Os cloridratos mesoidnicos avaliados
neste trabalho de tese pertencem a classe 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminidas e possuem
caracteristicas estruturais que podem ser utilizadas para dividi-los em dois grupos, ou seja, 0s
que possuem em sua estrutura um grupo estirila (MI 1-9) sendo que destes um nao substituido
(MI-1), cinco estiril-substituidos (MI 2-5) e quatro com substituintes no anel aromatico
ligado ao dtomo de nitrogénio exociclico (MI 6-9) (Figura 13).

42



Q
& 0 USRS :Ue
@ aaoatsndiieaae

MI-1 MI-2 MI-3

N—Ncr

©A @ @3@0
Q Q .

N—N Ct

MI-6 MI-7

N_N Ci

sasand

Figura 13. Estruturas moleculares dos compostos mesoionicos contendo o grupo estirila
substituido MI 1-9 avaliados frente aos fungos micotoxigénicos.

O segundo grupo possui em sua estrutura os substituintes no anel fenila ligado ao
atomo de carbono-2 do anel heterociclico (MI 11-13), substituintes no anel fenila ligado ao
atomo de nitrogénio exociclico (MI 14-16), além do derivado ndo substituido (MI-10). A
Figura 14 mostra as estruturas dos compostos mesoidnicos substituidos com grupos fenila.
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Figura 14. Estruturas quimicas dos compostos mesoidnicos contendo o grupo fenila
substituido MI 10-16 avaliados frente aos fungos micotoxigénicos.

Os resultados da avaliacdo da atividade antiftingica dos 16 compostos da classe
mesoidnicos sdo mostrados na Tabela 6, revelando que F. verticillioides foi o fungo mais
sensivel a acdo desses compostos. Dos 16 compostos mesoidnicos ensaiados 9 foram muito
efetivos, inibindo 100% o crescimento de F. verticillioides com valores de MIC variando
entre 7,8 pug/mL a 125 pg/mL. Os melhores valores de MICs nos ensaios com F.
verticillioides incluem os mesoionicos MI-11 e MI-16 com MIC = 7,8 ug/mL, MI-2 ¢ MI-3
com MIC = 15,6 ug/mL, MI-1, MI-5, MI-14 ¢ MI-15 com MIC = 31,2 pug/mL e MI-12 com
MIC = 62,5 pug/mL. MI-13 foi também capaz de inibir o crescimento com MIC igual a 125
pg/mL (Tabela 8). Em relagdo ao género Aspergillus o derivado MI-5 teve MIC = 250 pg/mL
frente as espécies A. flavus, A. nomius e A. parasiticus. Valores de MIC igual a 250 pg/mL
também foram determinados para os derivados MI-13 e MI-14 que inibiram o crescimento de
A. nomius e A. ochraceus, respectivamente (Tabela 8).

Mesoidnicos como MI-1, MI-2, MI-13 e MI-14 tiveram atividade antimicrobiana
frente a todos os fungos testados, inclusive para P. citrinum que teve menor sensibilidade as
substancias sintéticas avaliadas neste estudo. Em relacdo aos outros compostos avaliados
nesses experimentos, os valores de MICs determinados foram iguais a 500 wg/mL (Tabela 8).
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Tabela 8. Concentragao inibitéria minima - MIC (ug/mL) de substancias sintéticas da classe
de compostos mesoidnicos frente a espécies do gé€nero Aspergillus, Fusarium
verticillioides e Penicillium citrinum.

Composto A. . A. A. F. ., .

Mesoidnico  flayus A. nomius ochraceus  parasiticus  verticillioides P. citrinum
MI-1 500 500 500 500 31,2 500
MI-2 500 500 500 500 15,6 500
MI-3 500 500 >500 500 15,6 >500
MI-4 >500 >500 >500 >500 >500 >500
MI-5 250 250 >500 250 31,2 >500
MI-6 >500 >500 >500 >500 >500 >500
MI-7 >500 >500 >500 >500 >500 >500
MI-8 >500 500 >500 500 >500 >500
MI-9 >500 >500 >500 >500 >500 >500
MI-10 >500 500 >500 500 >500 >500
MI-11 500 500 500 500 7,8 >500
MI-12 500 500 500 500 62,5 >500
MI-13 500 250 500 500 125 500
MI-14 500 500 250 500 31,2 500
MI-15 500 500 >500 500 31,2 >500
MI-16 500 500 500 500 7,8 >500

Os valores de MICs para fungos micotoxigénicos foram determinados como descrito no documento
M38-A (NCCLS, 2002a) e detalhado no item material e métodos. ITC foi utilizada como padrdo de
referéncia revelando MIC igual a 0,12 ug/ml para espécies do género Aspergillus e P. citrinum. O
MIC do ITC para F. verticillioides foi 4 pg/ml. > 500 correspondem as substincias que nao afetaram o
crescimento fungico até a concentragdo de 500 pg/ml.

Em relagdo a estrutura molecular dos compostos mesoidnicos ensaiados os resultados
obtidos indicaram que o grupo com maior atividade antiftiingica frente F. verticillioides fora
aqueles com grupos fenila substituidos com substituintes doadores de elétrons (MI-11 e MI-
16), seja ligado ao atomo de carbono-2 do anel heterociclico ou ao nitrogénio exociclico.

Considerando-se 0s compostos mesoidnicos com presenca do grupo estirila, os
derivados substituidos no atomo de carbono-2 (MI-1, MI-2, MI-3 ¢ MI-5) tiveram, também,
boa atividade antifiingica frente F. verticillioides. O mesoidnico MI-4 com substituinte na
posicdo 2 do anel estirila, bem como aqueles substituidos no anel exociclico (MI-6, MI-7,
MI-8 e MI-9) nao tiveram atividade antifingica frente aos fungos ensaiados (Tabela 8)
sugerindo a importancia da posi¢do do grupo substituinte na molécula.

4.6.1. Determinacao do MFC de Compostos Mesoionicos frente F. verticillioides

A determinacdo do MFC foi realizada somente com F. verticillioides devido aos
valores de MIC obtidos frente aos compostos mesoidnicos serem indicativos de inibi¢ao
efetiva. A Figura 15 mostra as fotografias das placas utilizadas para a determinagdo dos MFCs
dos compostos mesoidnicos MI-1, MI-2, MI-3, MI-5, MI-11, MI-14, MI-15 e MI-16 frente
a espécie F. verticillioides, apds incubacdo por 2, 3 e 9 dias. Os valores de MFCs para os
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fungos micotoxigénicos foram determinados como descrito por Espinel-Ingroff (2001) com
modificacOes e detalhado em material e métodos. O efeito fungicida contra F. verticillioides
foi determinado pela auséncia de crescimento do fungo. Os valores de MFC dos compostos
mesoidnicos avaliados foram 62,5 pg/mL para MI-1 e MI-11, 125 pg/mL para as substancias
MI-2, MI-3, MI-5, MI-14 e MI-16 e 250 pg/mL para MI-15. Nossos dados indicam acio
fungicida para esses 8 compostos mesoidnicos que tiveram atividade antimicrobiana para F.
verticillioides, enquanto os outros compostos tiveram a¢ado fungistética.

1 MI-14

Figura 15. Fotografia das placas de ensaios para determina¢do da concentracdo fungicida
minima - MFC de compostos mesoidnicos. Os compostos MI-1; MI-2; MI-3; MI-§;
MI-11; MI-14; MI-15 e MI-16 foram avaliados quanto ao MFC frente ao fungo F.
verticillioides. As células foram submetidas a0 mesmo procedimento descrito no item
3.4 para determina¢do do MIC. Para o célculo da MFC, cada poco foi homogeneizado
e uma aliquota de 1 pL foi adicionada em meio SDA. Apds observacdo por 2, 3 e 9
dias a MFC foi determinada como sendo a menor concentracdo sem crescimento
visual de col6nias fungicas.

Os resultados dos ensaios de sensibilidade dos 16 compostos mesoidnicos indicaram
que essa classe de compostos é muito promissora quanto a atividade antifiingica frente aos
fungos micotoxigénicos de interesse agropecudrio.

4.7. Determinacao dos Possiveis Mecanismos de Acao das Substancias Sintéticas frente a
Fungos Micotoxigénicos

As substancias sintéticas das classes semicarbazonas e tiossemicarbazonas
representam uma classe de compostos de considerdvel interesse cientifico devido as
propriedades quimicas e bioldgicas relatadas para essas substancias, tais como atividade

46



antitumoral, antibacteriana, antiviral, antiprotozodria, citotéxica, dentre outras. Essa classe de
compostos € conhecida, também, pelas suas excelentes propriedades para formarem
complexos organometélicos, comportando-se como agentes quimioterapicos.

Alguns dos questionamentos realizados no inicio deste trabalho conduziram a
respostas que permitem vislumbrar um futuro promissor a respeito do potencial de algumas
substancias sintéticas. Essas substancias inibiram efetivamente fungos micotoxigénicos de
impacto agroalimentar e na saide humana. Assim, foram avaliadas possiveis vias de acdo
desses compostos visando contribuir para a elucidacdo de seus possiveis mecanismos de agdo.
Para os ensaios iniciais no qual testamos o efeito dos compostos no contetido de ergosterol
fungico, elegemos as substancias que tiveram maior atividade antimicrobiana frente a
diferentes fungos micotoxigénicos, como TS-3 e TS-6 e compostos mesoidnicos mais
efetivos na inibicdo do crescimento fungico. Para esse teste o efeito das tiossemicarbazonas
foi ensaiado frente ao A. parasiticus, enquanto que, para os mesoionicos foi utilizado F.
verticillioides, o fungo mais sensivel a esses compostos. Os outros testes foram realizados
somente com a tiosemicarbazona TS-6, sendo os outros compostos alvos para futuros estudos.

4.7.1. Efeito das tiossemicarbazonas monossubstituidas TS-3 e TS-6 no conteido de
ergosterol de A. parasiticus

Outra possibilidade de agdo bioldgica levando a morte flingica pode envolver, como
citado na Introducdo, a inibicdo da biossintese do lipideo ergosterol, principal esterol
constituinte da membrana celular. Assim, devido aos melhores resultados obtidos na inibi¢ao
do fungo filamentoso A. parasiticus terem sido para as tiossemicarbazonas monossubstituidas
TS-3 e TS-6 procedeu-se a investigacdo de suas agOes frente ao conteddo do ergosterol em
culturas do referido fungo.

Os ensaios para avaliacio dos efeitos das tiossemicarbazonas foram realizados
utilizando concentracdes sub-inibitérias de TS-3 (250 e 125 pg/mL) e TS-6 (62,5 e 31,2
pg/mL) no contetido de ergosterol de A. parasiticus. Apds a extracao do conteudo lipidico das
membranas de A. parasiticus a metodologia utilizada para a detec¢do e quantificacdo do
conteddo de ergosterol foi o HPTLC. A deteccdo foi realizada por comparacdo do Rf com o
ergosterol adquirido comercialmente e a quantificacdo através do uso do software Image J que
realiza o cdlculo a partir da densidade do spot referente ao esterol. Somente um tipo de esterol
com Rf similar ao ergosterol pode ser detectado por HPTLC no extrato lipidico de A.
parasiticus. Nossos resultados mostram que ambas as tiossemicarbazonas, TS-3 e TS-6,
foram hdbeis em alterar os niveis de ergosterol fiingico (Figura 16). No entanto, TS-6 foi a
substancia mais efetiva, uma vez que reduziu o contetdo de ergosterol fingico em até 70% na
concentracdo de 62,5 nug/ml. Metade desta concentragdo (31,2 pug/ml) foi capaz ainda de inibir
em torno de 30% o ergosterol (Figura 16). A mesma inibicdo (~30%) foi observada para TS-
3, porém somente quando o fungo foi incubado com 250 pg/ml deste composto. Na
concentracdo de 125 pg/mL, TS-3 ndo inibiu os niveis de esterol fungico (Figura 16).

Observando-se os resultados mostrados na Figura 16 pode-se concluir que o contetido
de ergosterol foi inibido tanto pela tiossemicarbazona TS-3 quanto pela TS-6 sendo que para
TS-6 a inibicdo foi de forma dependente da dose. Tais dados podem indicar que a inibicao de
ergosterol possa contribuir para a atividade antimicrobiana desta classe de substancia
sintética.
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Figura 16. Efeito das substancias da classe tiossemicarbazonas, TS-3 e TS-6 na producio de
ergosterol por A. parasiticus. Os conidios foram incubados em meio RPMI 1640 na
auséncia (a) ou presenca de 125 pg/mL (c) e 250 ug/mL (d) de TS-3 (A) e 31,2 pg/mL
(b) e 62,5 pg/mL (c) de TS-6 (C) a 26 °C por 48 h. Os lipidios totais foram extraidos
com uma mistura dos solventes cloroférmio e metanol como detalhado em material e
métodos. Apds a particdo de Folch, a fase dos lipidios neutros foi recuperada e
aplicada em placas de HPTLC. As placas de cromatografia foram reveladas em
hexano/dietil éter/acido acético (60:30:1,5) e os spots de ergosterol detectados com
solugdo 4cida de cloreto férrico. Os padrdes de ergosterol (ERG) e lanosterol (LAN)
foram aplicados no sistema HPTLC como indicado pelas setas. DMSO foi usado como
eluente das substancias sintéticas ndo alterando os niveis de ergosterol (b, painel A). A
quantificacdo densitométrica (B e D) € correspondente a cada placa acima. A area do
sistema controle obtida apds andlise no software Image J foi convertida para 100%.

o

4.7.2. Efeito de compostos mesoionicos MI-2, MI-11 e MI-16 no contetdo de ergosterol
de Fusarium verticillioides

A avaliagdo dos efeitos dos compostos mesoidnicos na producio de ergosterol de F.
verticillioides foi realizada da mesma forma que para as tiossemicarbazonas frente ao fungo
A. parasiticus. Foram avaliados os efeitos das substincias da classe de compostos
mesoidnicos MI-16, MI-2 e MI-11, no conteddo de ergosterol de F. verticillioides. Os
compostos foram escolhidos em fun¢do dos menores valores de MIC determinados com essa
espécie flingica em presenca das substancias.

Os resultados apresentados na Figura 17 indicam que os compostos mesoidnicos
avaliados foram capazes de inibir o conteido de ergosterol de F. verticillioides. O tratamento
com 3,9 ug/mL e 7,8 pg/mL de MI-16 diminuiu cerca de 60% e 50% o ergosterol fiingico,
respectivamente (Figura 17 A, B). O composto MI-2 reduziu o conteido de ergosterol em
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torno de 40% na concentracdo de 7,8 ug/mL e 80% na concentracdo de 15,6 pug/mL.
Enquanto que, a substancia MI-11 ndo alterou os niveis de esterol na concentracdo de 3,9

pg/mL, inibindo em torno de 30% quando tratado com 7,8 pg/mL deste composto (Figura 17
C,D).
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Figura 17. Efeito das substincias da classe de compostos mesoionicos, MI-16, MI-2 e MI-11
na produgdo do ergosterol por F. verticillioides. Os conidios foram incubados em meio
RPMI 1640 na auséncia (a, A e C) ou presenca de 3,9 ug/mL (c) e 7,8 ug/ml (d) de
MI-16 (A); 7,8 ug/mL (b) e 15,6 pg/mL (c) de MI-2 (C) e 3,9 ug/mL (d) e 7,8 pg/mL
(e) de MI-11 (C) a 26 °C por 48 h. Os lipidios totais foram extraidos com uma mistura
dos solventes cloroférmio e metanol como detalhado em material e métodos. Apds a
particdo de Folch, a fase dos lipidios neutros foi recuperada e aplicada em placas de
HPTLC. As placas de cromatografia foram reveladas em hexano/dietil éter/ acido
acético (60: 30: 1.5) e pontos de ergosterol detectados com solugdo 4cida de cloreto de
ferro. Os padrdes de ergosterol (ERG) e lanosterol (LAN) foram aplicados no HPTLC
como indicado pelas setas. DMSO:Tween:RPMI (1:1:8) usada como eluente das
substancias sintéticas ndo alterou os niveis de ergosterol (b, painel A). Quantificacdo
densitométrica (B e D) correspondentes as bandas visualizadas na HPTLC. A area do
sistema controle obtida apds andlise no software Image J foi convertida para 100%.

Os compostos mesoidnicos avaliados foram capazes de alterar o conteddo de
ergosterol, nas maiores concentragdes testadas, indicando que a inibicdo do esterol possa
também estar envolvida com a a¢@o antiftingica dessas substancias. A inibi¢do de ergosterol
por outras substancias sintéticas ja foi descrita na literatura. Guran et al. (1998) testaram o
efeito de derivados quimicos de ciclofosfazona, com atividade quelante, no ergosterol de
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fungos filamentosos como Aspergillus niger e A. flavus e da levedura C. albicans e monstrou
que tais compostos foram capazes de inibir o conteido de ergosterol em 66 a 98%. Desta
forma, nossos dados sugerem que igualmente aos derivados de ciclofosfazona, as
tiosemicarbazonas podem atuar de forma similar aos antifiingicos da classe dos azdis,
inibindo a biossintese do ergosterol fungico. De fato, a deficiéncia no contetido de esterol afeta
propriedades importantes da membrana celular, levando a um aumento da fluidez e da
permeabilidade de membrana, na qual a passagem seletiva de substincias da célula é perdida,
levando a uma intensa desorganizacdo da célula flngica, podendo ocasionar a morte
(KATHIRAVAN et al., 2012).

No entanto, os dados ndo excluem a possibilidade que esses compostos possam
interferir com outras vias metabdlicas importantes para a proliferacdo fungica. Experimentos
adicionais precisam ser realizados para confirmacgdo desses resultados, que possam esclarecer
os mecanismos de acdo dessas substancias sintéticas com atividade antifingica.

4.8. Efeito de Tiossemicarbazonas Monossubstituidas TS-3 e TS-6 no Desenvolvimento
do Sistema Vegetativo de Aspergillus parasiticus

A. parasiticus ¢ um fungo filamentoso e desta forma quando conidios isolados sdo
inoculados em meio de cultivo, ocorre a germinacdo dos conidios, seguida da formacao de
micélio. Em meio liquido/caldo essa transicdo morfolégica € constatada através da
visualizagdo de aspecto particulado caracteristico de crescimento vegetativo, onde
aglomerados celulares sdo facilmente visiveis e de dificil deposi¢do, como demonstrado na
Figura 18A, para os sistemas controle e DT. A observacdo microscépica deste crescimento
vegetativo é demonstrada na Figura 18B. Ao contrdrio, o crescimento de conidios, que sdao
células unicelulares, cresce de forma semelhante a bactérias formando uma suspensao celular
de aspecto homogéneo. Neste contexto, nossos dados mostraram que o tratamento do fungo
com concentragdes sub-inibitérias dos compostos TS-6 (31,2 e 62,5 pg/ml) e TS-3 (250
pg/ml) inibiu o desenvolvimento do sistema vegetativo de A. parasiticus, tendo crescimento
em caldo caracteristico de conidio, como mostrado na Figura 18A. Enquanto que, a
concentracdo de 125 pg/ml de TS-3 ndo inibiu a formagado de hifas. Observacdo microscépica
dos cultivos confirmou a ocorréncia da inibi¢ao do desenvolvimento do sistema vegetativo de
A. parasiticus pelas substincias, evidenciada pela baixa formacdo de hifas e maior nimero de
conidios (Figura 18C).

Nossos dados mostraram que a tiosemicarbazona TS-6 foi capaz de inibir a formacao
de micélio de A. parasiticus, o que pode bloquear o ciclo de vida deste fungo. E sabido que a
producdo de micotoxina estd associada com a diferenciacao e desenvolvimento celular, e que
a maioria dos metabdlitos secunddrios € produzida por organismos que exibem crescimento
filamentoso e que apresenta uma morfologia relativamente complexa (CALVO et al., 2002).
Dados na literatura mostraram que a inibi¢do da esporulacdo de A. parasiticus também afeta a
producdo de aflatoxina por este fungo (REIB, 1982). Neste contexto, a habilidade do fungo
em produzir micotoxinas, na fase de esporulacdo pode ainda ser comprometida, uma vez que
a inibicdo do desenvolvimento do sistema vegetativo pode prejudicar o desenvolvimento do
ciclo flingico, ou seja, a germinagdo do conidio em micélio e de micélio em novos conidios
(conidio-micélio-conidio). No entanto, estudos para avaliar a inibi¢do de fungos
micotoxigénicos por esses compostos sintéticos, bem como a relagdo da inibicdo do
desenvolvimento do sistema vegetativo/germinacdo fuingica por TS-6 com a produgdo de
micotoxinas precisam ser realizados.
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Figura 18. Efeito de TS-3 e TS-6 no desenvolvimento do sistema vegetativo de A.
parasiticus. (A) Conidios foram incubados a 26 °C na auséncia (controle) ou presenga
de concentracdes sub-inibitérias de TS-3 (125 e 250 pg/ml) e TS-6 (31,2 e 62,5
pug/ml) em tubos contendo meio RPMI 1640, tamponado com MOPS, pH 7,0. DT
corresponde ao sistema controle contendo o eluente das substdncias, DMSO:Tween
20:RPMI (1:1:8). Ap6s 48 h de incubagdo foram montadas as laminas e o material
observado com aumento de 400 x em microscopio dptico Zeiss Axiostar Plus acoplado
a camera digital. O painel B € uma figura representativa da forma filamentosa (seta)
correspondente aos sistemas controle e DT, enquanto o painel C é representativo da
inibicdo da transicdo morfoldgica de conidio—micélio, monstrada pela baixa
formacao de hifas (seta) e maior nimero de conidios (asteriscos).

4.9. Estudo da Atividade Quelante da Tiossemicarbazona TS-6

De modo geral pode-se dizer que tiossemicarbazonas e semicarbazonas agem, seja
como inibidores de enzimas, através da complexacdo de metais endégenos ou através de
reacOes de redox, seja através de interacdes com o ADN e da inibicdo da sintese do ADN.
Além disso, alguns complexos metdlicos desses ligantes apresentam a habilidade de
mimetizar a acao de certas enzimas (BERALDO, 2004).

Assim, inicialmente foram realizados experimentos para avaliar a atividade quelante
da substincia da classe tiossemicarbazonas TS-6 frente a fons de Fe**. A avaliacdo foi
realizada utilizando-se a espectroscopia e, para tanto foi necessdrio obter os espectros de
UV/Vis frente a solucdes contendo fons de Fe** e TS-6. A avaliacio da capacidade de
complexacio entre a tiossemicarbazona e fons de Fe’* foi realizada através da
espectrofotometria de UV-Vis de acordo com relatos na literatura (JUNIOR; CROUCH,
1988; FARIAS, 2009). Os espectros foram obtidos para solucdes contendo TS-6, TS-6-Fe**,
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em diferentes concentracdes. Apds a avaliagdo das curvas obtidas pode-se observar que a
concentracdo mais adequada para avaliagdo da formagdo de complexo foi de 30 x 10 mol.L"!
para a tiossemicarbazona e 3,75 x 10°mol.L"' para o Fe**.

O efeito quelante da TS-6 frente aos fons de Fe** foi avaliado, também, através da
equacdo 1 (Material e Métodos) (LIM et al., 2009) e, expressos em percentuais com relagdo as
solucdes correspondentes na auséncia do Fe™. A estequiometria do complexo da TS-6 e ions
de Fe’* foram, também, investigados através de uma metodologia simples visando confirmar
o efeito quelante desse ligante organico. Assim, utilizou-se o método de Mollard onde foi
aplicada a equacdo 2 (Material e Métodos) (JUNIOR; CROUCH, 1988).

A Figura 19 mostra a superposicdo dos espectros de UV-Vis da TS-6 (30 uM) na
auséncia e presenca de Fe™* (1,6 uM). O efeito hipercromico na absor¢do em 325 nm indica
que houve formagao de complexo sendo o efeito quelante calculado em 63,5 %. O nimero de
coordenagdo obtido foi de 4, conforme esperado e relatado na literatura.

O efeito quelante de substincia da classe tiossemicarbazona aos fons de Fe®* foi
confirmado neste estudo. Este resultado sugere a possibilidade de efeito quelante da TS-6
frente aos fons de ferro ndo-heme presentes no conteido celular dos fungos filamentosos e,
que provavelmente desenvolve interacdes que podem interferir no funcionamento de enzimas-
chave envolvidas na sintese do DNA, conforme ja relatado na literatura (BERALDO, 2004).
No entanto, experimentos futuros precisam ser realizados para correlacionar o efeito quelante
da substancia da classe tiossemicarbazona (TS-6) com atividade antifiingica deste composto
sobre fungos micotoxigénicos.
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Figura 19. Espectro de UV/Vis da substancia TS-6. Para avaliacdo da atividade quelante do
Fe”* foi utilizada uma solugdo da tiossemicarbazona (TS-6) em DMSO (10 mM), e de
sulfato ferroso em 4gua (1,6 mM) para obtencdo dos espectros de UV. As curvas
foram obtidas em espectrofotdmetro de UV/Vis na concentracdo de 30 uM da
tiossemicarbazona. Para andlise da interacdo das amostras com o metal, utilizou-se
solucdo de ions Fe** na concentracdo de 3,75 mM. Os espectros obtidos foram
sobrepostos utilizando-se o programa Origin 8.0.
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4.10. Determinacao /z Vzzro da Citotoxicidade da Tiossemicarbazona TS-6

A aplicabilidade de qualquer substiancia natural ou sintética sobre patdgenos
associados a sistemas celulares vivos requer avaliacdes quanto aos possiveis danos em nivel
celular e gendomico (INAGAKI et al., 2007; ZHU et al., 2007). A atividade fungicida da
substancia sintética da classe tiossemicarbazonas, TS-6 permite preconizar o seu uso no
controle de crescimento de fungos micotoxigénicos presentes em matérias primas
armazenadas. Porém, a atividade fungicida determinada, suscitou na avaliacdo da toxidez que
esta substancia poderia exercer sobre sistemas celulares eucariontes.

Na avaliacdo toxicoldgica de novas moléculas, os modelos in vitro t€m certas
vantagens intrinsecas, dado que se evitam as interferéncias das respostas do organismo, sdo
versateis, economizando tempo e dinheiro, podem ser automatizados e requerem quantidades
muito pequenas do composto a ser investigado (GAMEZ; MAS, 2007). Os estudos
toxicoldgicos in vitro sao amplamente utilizados e empregam um conjunto importante de
métodos (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006); entre eles se destacam a avaliacdo da atividade
citotoxica de substancias através do ensaio de captagdo do vermelho neutro e o ensaio de
reducdo de MTT que estdo dentro dos métodos aos quais se pode utilizar para avaliar a
toxidez e quantificar a viabilidade celular apds exposicdo a substincias téxicas. E por estas
razdes que o emprego de sistemas celulares em monocamadas é uma ferramenta utilissima
para avaliar o potencial dano téxico exercido, entre outras substancias, por produtos naturais e
sintéticos de uso médico humano e veterindrio. Existem muitos alvos celulares para o dano, e
geralmente, estes mecanismos convergem e produzem uma resposta celular comum. A morte
celular seguird mecanismos similares independentemente de que a causa do dano seja de
natureza quimica, fisica ou bioldgica.

A linhagem celular Vero em particular, se adapta facilmente as condicdes de cultivo, o
que ¢ util na hora de realizar a investigagao de citotoxicidade. Na propagacdo da linhagem
celular Vero, a confluéncia deste cultivo foi alcancada em 24-48 h apds o cultivo, quando a
concentracdo inicial aproximada foi de 2 x 10’ células/mL. Em paralelo se pode determinar o
tempo de conservacdo das monocamadas celulares em um estado morfolégico compativel
com as células normais sendo estabelecido entre 20 - 28 dias de obtida a confluéncia, quando
foram mantidas a 28 °C. A visualizacdo realizada ao microscépio 6ptico durante esse tempo
indicou auséncia de alteragdes morfoldgicas celulares.

4.10.1. Determinacao da maxima concentracao nao citotoxica (MCNC)

A substéincia TS-6 foi submetida aos estudos de toxicidade sobre as células Vero e o
valor de MCNC foi determinado em 75 pg/mL conforme monstrado na Tabela 9.

Tabela 9. Determinacio do valor de Médxima Concentracdo Nao Citotéxica da substincia TS-
6 em células Vero.

Concentracoes de TS-6 avaliadas em sua capacidade citotéxica sobre células
Vero (ug/mL)

10 25 50 @ 75% 100 |+ 125 150 175 200 225 250 300

Dano
celular - - - - + + + |+ A
visivel
*Valor que corresponde a MCNC em pg/mL utilizando visualizagdo em microscépio.
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A visualiza¢do das monocamadas tratadas indicou que a medida que a concentragdo de
TS-6 aumentou, o dano celular foi acentuado.

A Figura 20A exibe células Vero com morfologia normal caracterizadas nas
monocamadas do sistema controle. Em contrapartida, a Figura 20B mostra monocamadas
alteradas em sua morfologia como consequéncia do dano citotoxico exercido por TS-6
quando utilizadas nas concentracdes > a 175 pg/mL. O dano celular exercido por esta
tiossemicarbazona sobre as células Vero pode ser caracterizado através de células de menor
tamanho, globosas, refringentes e murchas. As células se desprenderam da superficie onde
estavam aderidas, gerando grupos celulares, dando uma grande descontinuidade a
monocamada.

Figura 20. Avaliagdo da citotoxicidade da tiossemicarbazona TS-6 em células Vero. As
células foram crescidas em microplacas de 96 pogos contendo meio MEM
suplementado com 8% de SFB. Os cultivos controles e os tratados com os diferentes
compostos foram mantidos em estufa a 37 °C durante 72 h, conforme detalhado em
material e métodos. (A) foto representativa do cultivo celular confluente, observado no
sistema controle e em (B) células Vero tratadas com 100 pug/mL de TS-6. Imagens
obtidas apds observacdo em microscépio ptico com aumento de 100 X. Setas indicam
a alteracdo da morfologia celular com aspecto arredondado. A perda da confluéncia
apds o tratamento também foi observada, como demonstrado por asterisco.

4.10.2. Determinacao da concentracao citotoxica 50% (CCsg)

E frequente encontrar mudangas morfolégicas ndo mortais as quais sido consideradas
lesdes reversiveis sugerindo que devem ser realizados outros estudos para evidenciar a
auséncia de alteragdes fisioldgico-funcionais das células tratadas com substancias sintéticas.
Por esta razdo, para elucidar se as alteracdes morfoldgicas celulares visiveis ao microscopio
optico coincidiam com alterac¢des fisioldgicas, foi avaliada a citotoxicidade mediante outros
métodos. Além da natureza das substancias que sdo empregadas para combater os fungos
micotoxigénicos, € indispensdvel efetuar estudos de citotoxicidade os quais fornecem dados
preliminares (concentragdo, efeito, etc.) de grande valor para selecionar as moléculas com
propriedades bioldgicas potenciais (POPOTA et al., 1998).

A citotoxicidade é um parametro que se define como: a toxidez de qualquer molécula
avaliada sobre diversas linhagens celulares em cultivo (SUFFNES; DOURUS, 1982). O valor
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de (MCNC) determinado em fung¢do do dano morfolégico visivel ao microscopio 6ptico €
importante, porém incompleto.

a) Por captacio do vermelho neutro (VN)

O ensaio de captacdo do VN € um ensaio quimiosensivel que avalia a sobrevivéncia e
viabilidade celular, baseada na capacidade das células vidveis de incorporar o VN, um corante
supravital (GUTLEB et al., 2002). O VN € um corante catidnico fraco que penetra facilmente
as membranas celulares por difusdao ndo idnica, acumulando-se intracelularmente nos
lisossomas onde se une com sitios anidnicos na matriz lisossomal. Alteracdes da superficie
celular ou da membrana do lisossoma conduzem a uma fragilidade lisossomal e a outras
mudancas que gradualmente se tornam irreversiveis. Tais mudangas provocadas pela acdo de
xenobidticos resultam em uma diminuicdo da captacdo do VN; assim, € possivel distinguir
células mortas, danificadas e vivas.

Os resultados foram expressos como porcentagem de viabilidade celular remanescente
logo apds o tratamento, comparados aos valores obtidos no sistema controle. Esses valores
foram utilizados para construir a curva de viabilidade celular (Figura 21) onde se observa
certa relacdo dose-resposta de tipo linear. A CCsy de TS-6, que exerceu uma inibi¢ao de 50%
sobre a viabilidade celular, foi calculada por intrapolacdo da curva dose-resposta e
determinado um valor de 136 pg/mL (Figura 21). O valor do coeficiente de determinagao R?
foi superior a 0,90 validando o método, indicando a correlagdo entre os pontos dos gréficos e
confirmando uma relacdo dose-resposta.

120- TS'GL Viabilidade

1 i (g/ml) | cepular (%)
= 100<1 0 100
ﬁ | CC50 = 136 Hg/l’l’lL 10 87.46
S 80+ 20 92,14
2 35 102,29
S 60~ 50 91,43
= - e s e s s s es s s s s s e e 75 93,08
3 40- 90 89,39
> 105 81,64
SIS 125 62,29
140 43,49
0 . . i _ 160 20,61
0 50 100 150 200 250 300 195 16,05
TS6 (ug/mL) 215 3,66
250 2,24
290 321

Figura 21. Curva de sobrevivéncia de células Vero determinada por captacio de VN apds
tratamento com TS-6. Células Vero (3 x 10* células/poco) foram semeadas em
microplacas de 96 pocos contendo meio MEM com 8% de SFB e incubadas a 37 °C
durante 24 h. As células foram tratadas durante 48 h com diferentes concentragdes de
TS-6 variando de 10 a 300 pug/mL. Apds adicdo do VN (30 pug/mL em MEM) a placa
foi incubada a 37 °C por 3 h e a leitura realizada a 540 nm.
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b) Por reducao metabdlica do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolium (MTT)

O MTT €é um sal de tetrazdlio [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolium], o qual é reduzido pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase das
mitocOndrias das células vivas, dando origem a um produto (formazana) de cor azul, o qual
pode ser detectado por espectrofotometria a 570 nm. Este método desenvolvido por Mosmann
(1983) e modificado por Denizot e Lang (1986) tem sido muito utilizado para medir
sobrevivéncia e proliferacdo celular. A quantidade de células vivas € proporcional a
quantidade de formazana produzida.

A avaliacdo da TS-6 mediante o ensaio de reducdo de MTT possibilitou a
determinacdo do valor da CCsy. Os resultados foram expressos como porcentagem de
viabilidade celular remanescente apds o tratamento comparado com os valores obtidos no
sistema controle. A CCsy para a inibicdo do desenvolvimento celular foi calculada por
intrapolacdo da curva dose-resposta e determinado um valor de 344 ug/mL (Figura 22). O
valor do coeficiente de determinagdo R? foi superior a 0,90 validando o método, indicando a
correlagdo entre os pontos do grafico e confirmando uma relacdo dose-resposta.

CCs, = 344 ng/mL

& 100 TS-6 Viabilidade
= (ug/mL) | Celular (%)
S 80~ 0 100
3 10 105,25
S 60+ 20 106,23
= 50 99,02
= 40- 75 91,04
= 100 97,76
SEPTY 150 88,17
200 84,03
o 250 75,70
0 50 100 150 200 250 300 350 400 350 4741

TS6 (pg/mL)

Figura 22. Curva de sobrevivéncia de células Vero determinada por reducao de MTT ap6s
tratamento com TS-6. Células Vero (3 x 10 células/poco) foram adicionadas em
microplacas de 96 pocos contendo meio MEM com 8% de SFB e incubadas a 37 °C
durante 24 h. As monocamadas celulares foram tratadas durante 48 h com diferentes
concentracdes de TS-6 (10 a 300 pg/ml). Apds adicdo de 25 pL da solugdo de MTT
(Img/mL em PBS 0,01 M pH 7,2), a placa foi incubada a 37 °C durante 4 h. Ao final
desse periodo, as células foram lavadas e os cristais de formazana solubilizados em
DMSO. A interpretacao dos resultados foi feita apos leitura a 560 nm.

Levando em consideracdo que as técnicas desenvolvidas sdo padronizadas, ensaios in
vitro validados, e que para todas s@o empregadas células Vero como suporte celular, parece
apropriado realizar uma andalise comparativa entre os dados alcancados com esse modelo. No
entanto, podemos ressaltar que por esse método também sdo obtidos valores extremos de
toxidez (MCNC) enquanto os outros expressam valores toxicos médios, o que seria dificil sua
comparacdo. Entende-se que a CCsy obtida, avaliada por qualquer dos dois métodos

selecionados, representam um valor de toxidez onde 50% de células estdo vivas, mostra que a
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MCNC indicaria um valor de concentragdo da substancia TS-6 na qual 100% das células
permanecem vidveis e tenderiam a um comportamento similar no sistema controle.

Conforme o fundamento de cada técnica, a analise dos valores de citotoxicidade
alcangados revela que no caso da utilizacdo do corante de inclusdo VN apenas a morte celular
por necrose estaria sendo observada ao microscépio e, dai o menor valor obtido para o CCs
(136 ng/mL) quando utilizada a TS-6 frente a células Vero nas condi¢des indicadas. No caso
da utilizacdo da técnica do MTT estaria sendo revelada a concentragdo de TS-6 que pode
levar a morte celular tanto por necrose como por apoptose sendo necessdrios para 50% da
soma desses eventos 344 ug/mL (Tabela 10).

Tabela 10. Determinagdo de valores de MCNC e CC50 da substancia TS-6 por captacdo do
VN e redugdo do MTT em células Vero.

Método de quantificacao de dano celular
Substancia
MCNC CCsp por VN CCsp por MTT
TS-6 75 ng/mL 136 pg/mL 344 ug/mL

Finalmente, na observacdo das Figuras 21 e 22 podemos concluir que foi demonstrada
uma relacdo dose-resposta, j4 que em nenhum caso as mesmas foram lineares, por nenhum
dos dois métodos colorimétricos desenvolvidos. Isto justificou a apresentacdo e andlise dos
dados como curva de tipo sigméide e com a necessidade da andlise do valor de regressdo
linear R? o que, como indicado, ao valor >0,90 validou todos os ensaios.

Os ensaios de citotoxicidade efetuados com TS-6 revelaram que este composto
apresenta informac¢do muito valiosa em relacdo a sua futura aplicabilidade. Desta forma, os
resultados obtidos no presente estudo contribuem para ampliar as informagdes sobre as
atividades bioldgicas da substdncia quimica da classe tiossemicarbazona TS-6. Esta
substancia exerce uma acao antifingica aceitdvel convertendo-a em uma candidata potencial
para inibir o desenvolvimento de fungos produtores de micotoxinas que comprometem
negativamente a qualidade de grdos de cereais armazenados, ja que comprometem seriamente
a produtividade agropecudria. Em particular estd comprovado que as micotoxinas, a partir dos
graos contaminados, podem ingressar na cadeia alimentar de homens e animais.
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5. CONCLUSOES

Foram investigadas as atividades antifingicas de 76 substancias sintéticas das classes

semicarbazonas, tiossemicarbazonas monossubstituidas, tiossemicarbazonas dissubstituidas,
bases de Schiff e compostos mesoidonicos. Foram usados fungos micotoxigénicos de interesse
agropecudrio no Brasil e na Argentina, pelas perdas ocasionadas pela contaminacdo de
alimentos. Com base nos resultados obtidos, algumas conclusdes s@o apresentadas abaixo.

vV V VYV V¥V

vV V VYV V V

Y

Quanto a atividade frente aos fungos micotoxigénicos:

As semicarbazonas tiveram baixa eficdcia na inibicdo do crescimento dos fungos
micotoxigé€nicos avaliados;

As tiossemicarbazonas monossubstituidas tiveram efeito fungistitico sobre as espécies
do género Aspergillus e uma substancia teve efeito fungicida frente F. verticillioides
sendo a T'S-6 a mais ativa;

As substancias tiossemicarbazonas dissubstituidas foram capazes de inibir o
crescimento de A. parasiticus e de C. albicans;

Aspergillus parasiticus foi a espécie mais sensivel a acdo de substincias da classe
tiossemicarbazonas monossubstituidas;

As bases de Schiff tiveram atividade fungistitica e uma substincia teve atividade
fungicida;

As amostras fuingicas de A. flavus, A. nomius, A. ochraceus, A. parasiticus, e F.
verticillioides foram sensiveis a classe de substincia tiossemicarbazonas
monossubstituidas e bases de Shiff;

Dentre as classes de substancias avaliadas, os mesoidonicos foram os compostos mais
ativos e tiveram melhor atividade antifiingica;

Fusarium verticillioides foi a espécie mais sensivel frente a acdo dos compostos
mesoidnicos;

Quanto ao possivel mecanismo de agao:

A tiossemicarbazona monossubstituida (TS-6) foi capaz de inibir a biossintese do
ergosterol de A. parasiticus;

Os compostos mesoidonicos (MI-2, MI-11 e MI-16) inibiram a biossintese do
ergosterol de F. verticillioides;

As substancias tiossemicarbazonas monossubstituidas (TS-3 e TS-6) inibiram o
desenvolvimento do sistema vegetativo de A. parasiticus;

A tiossemicarbazona TS-6 teve efeito quelante a fons de Fe** sugerindo, indiretamente
a possivel interagdo com a enzima ribonucleotideo redutase;

Células Vero tiveram boa tolerancia a baixas concentragdes da substancia TS-6;

A base de Schiff BS-7 teve atividade fungistética e fungicida, e a presenca do grupo
substituinte nitro no anel aromadtico ligado ao carbono azometinico pode ter
contribuido para a atividade antifingica;

Os compostos mesoidnicos com os grupos fenila substituidos com substituintes
doadores de elétrons, seja ligado ao dtomo de carbono-2 do anel heterociclico ou ao
nitrogénio exociclico tiveram maior atividade antifungica;

Os compostos mesoidnicos com o grupo estirila, os derivados substituidos no dtomo
de carbono-2 tiveram boa atividade antiftiingica;

Os compostos mesoidnicos com o substituinte na posi¢ao 2 do anel estirila, bem como

aqueles substituidos no anel exociclico ndo tiveram atividade antifiingica.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As micotoxinas vém despertando atencao mundial devido aos efeitos adversos para a
saude e comprometimento da economia de paises como o Brasil e a Argentina. Pode-se
destacar a relevancia do estudo do género Aspergillus, F. verticillioides e P. citrinum tendo
em vista os fatores de risco na exposicdo do homem através de ingestdo de alimentos
contaminados, incluindo as vias de exposicao inalatéria e dérmica, que podem ocorrer na fase
de colheita e outras etapas de manuseio durante a produgdo de alimentos. A contaminacdo de
graos por fungos produtores de toxinas causa um impacto negativo a economia dos paises
onde as préticas agropecudrias sdo relevantes, como no Brasil e na Argentina. As toxinas
contaminantes dos graos podem entrar na cadeia alimentar gerando sérios problemas na saide
humana e animal. Uma alternativa ao controle do desenvolvimento de fungos
micotoxigénicos em graos de cereais utilizados na alimenta¢do poderia ser abordada em
funcdo do emprego de substincias sintéticas da classe semicarbazonas, tiossemicarbazonas,
bases de Schiff ou compostos mesoidnicos em concentragdes de toxidez toleraveis.

Substancias sintéticas sdo alvos de pesquisas quanto a sua ag¢do antimicrobiana,
englobando os estudos dos seus possiveis mecanismos de acdo. As pesquisas direcionadas ao
estudo de relagdes entre a estrutura molecular desses compostos e atividade bioldgica
permitem que novas moléculas sejam sintetizadas, possibilitando a obtencdo de substancias
com menor citotoxicidade. Na atualidade, a avaliacdo de substincias com capacidade
antifiingica frente a fungos micotoxigé€nicos representa uma drea de grande interesse no Brasil
e na Argentina. A possibilidade de pesquisar substancias obtidas por sintese quimica, que
possam exercer controle sobre fungos micotoxigénicos, que impactam a produgdo
agropecudria e a saide humana e animal, incentivam as investigacOes com essas classes de
substancias sintéticas.

Assim, esses resultados podem levar a uma alternativa para o controle do
desenvolvimento de fungos micotoxigénicos, por exemplo, na estocagem em graos de cereais
utilizados na alimentacio humana e animal, apds o aprofundamento do estudo dos
mecanismos de a¢ao e, especialmente da toxidez dessas substancias.
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