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GLOSSARIO

Aerdbio: organismo capaz de utilizar o oxigénio em seu metabolismo.

Algodonosa: textura fangica com aspecto de algodao.

Anemodfilos: disseminados pelo vento.

Antigenicidade: capacidade de estimular a producdo de anticorpos; condi¢do de
antigeno.

Bolor: fungo filamentoso, multicelular, constituido de hifas.

Calosidade: espessamento da pele em certos locais submetidos a atrito ou a outra
irritacdo; calo.

Cenocitica: hifa desprovida de septos, 0 mesmo que hifa continua.

Conidio: esporo assexuado externo.

Fialides: sdo células conidiogénicas dos fungos ascomicetos.

Hialino: que ndo tem cor, translicido, assumindo a cor do corante utilizado.

Hifa: reunido de células justapostas, formando estrutura tubular, filamentosa, que
compde o corpo vegetativo dos bolores e de alguns géneros de leveduras (Ex., Candida
spp.).

Levedura: fungo em regra, unicelular que se reproduz geralmente por brotamento.
Micélio: corpo vegetativo da maioria das espécies de fungos, composto de hifas
agrupadas ou emaranhadas.

Micose: qualquer afec¢do causada por fungo.

Micotoxina: qualquer substancia toxica produzida por um fungo.

Parasita: organismo que vive de e em outro organismo, dele obtendo alimento e nao raro
causando-lhe dano.

Patogénico: organismo que provoca ou pode provocar, direta ou indiretamente, uma
doenca.

Polimerizacdo: reacdo quimica que provoca a combinacdo de um grande numero de
moléculas do(s) monémero(s) para formar uma macromolécula.

Quimioheterotrofico: organismo que utilizam compostos organicos como fonte de
carbono e energia. Este grupo esta integrado por animais superiores, fungos, protozoarios
e a maioria das bactérias.

Termoestabilidade: qualidade de estabilidade a variagcOes de temperatura.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...t 15
N O 1 | I AV S S PR 17
2.1, OBJETIVO GERAL ...ttt 17
2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS ....oovovieeeeeeeeeteeee e esesis s s 17
3. FUNDAMENTAGCAO TEORICA .......ovoeveeeeeeeeeeeeeeressesiessienesseesansesn s 18
3.1. CONSERVAC}AO DAS PECAS ANATOMICAS HUMANAS EM
SOLUCAO DE FORMALDEIDO .....ccuiiiiiieeeee e 18
3.2. FUNGOS FILAMENTOSOS COMO AGENTE CONTAMINANTE........... 21
3.2 1. ASPEIGIIUS ..o 24
3.2.2. PeniCHIIUM ..ot e 25
3.2.3. TrIChOPNYLON......coiiiiie et 27
330 ENZIMAS ..o 28
3.3 L. LIPASE ettt rs 29
3.3.2.  PrOTBASE. ... ee ittt 31
3.4. IMPORTANCIA BIOTECNOLOGICA DAS ENZIMAS NA INDUSTRIA 32
4. MATERIAL E METODOS........c.ooiiiiieeeeietiesee e, 35
4.1. LOCAIS DA COLETA DOS ISOLADOS FUNGICOS........ccceoverererrrerann. 35
4.2. CARACTERIZACAQ DOS ISOLADOS FUNGICOS ......cccccovverererrrerann. 35
4.2.1. Isolamento e Manutencéo das linhagens flngicas...........c.ccccevvevveviernnnne. 35
4.2.2.  Culturaem 1aminula .........ccooooiviiiiiiice e 36
4.2.3. ldentificacfo dos isolados fUNQICOS.........cccuevvreriirineincreee e 36
4.3. TESTES DE SENSIBILIDADE DOS DIFERENTES ISOLADOS
FUNGICOS AO FORMOL ....ooiiiiiiiiiieie et 36
4.3.1. Teste de viabilidade dos conidios fUNQICOS ..........cccceoevrereiniieicenens 36
4.3.2.  Teste de crescimento e resisténcia das colonias ..........cccooeeereniieiennnnnns 37
4.3.3.  Teste de resisténcia quanto a germinagado dos conidios ...........ccccevvrurrnns 37
4.4.  AVALIACAO DA CAPACIDADE DE PRODUCAO DE ENZIMAS
EXTRACELULARES ...ttt 37
4.4.1. Analise qualitativa da produgéo de protease em meios solidos................ 38
4.4.2. Analise qualitativa da produgéo de lipase em meio sOlido.............c.c..... 38

45. DETERMINACAO DO INDICE ENZIMATICO .....coovvovrereerereeerereeinene 39



5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......oooiieieeeeeeese e es e teserisetesaeseess s, 40
5.1. IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS FUNGICOS 40

5.2.  AVALIACAO DA VIABILIDADE DOS CONIDIOS AO FORMOL .......... 45
5.3. AVALIACAO DO CRESCIMENTO FUNGICO EM MEIO SOLIDO
CONTENDO DIFERENTES CONCENTRACOES DE FORMOL..........cccevevnee, 47

5.4. AVALIACAO DA RESISTENCIA QUANTO A GERMINACAO DOS
CONIDIOS EM MEIO LIQUIDO CONTENDO DIFERENTES

CONCENTRAGCOES DE FORMOL .....ooovuiviveeiieeeseeeeseeeessese e senas s issessensenenns 48
5.5. AVALIAQAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DOS ISOLADOS

FUNGICOS ...ttt ettt sttt n e b neeneete e 49

5.5.1. Avaliacdo qualitativa da atividade proteolitica ...........ccccceeververveviesnenne. 49

5.5.2.  Avaliacdo qualitativa da atividade lipolitica ...........ccccoevviiiieiicini. 54

6. CONCLUSOES ..ottt sttt 57

7. REFERENCIAS .....cooiiieeete ettt 58



RESUMO

Na éarea da saude o estudo de pecas anatdbmicas é fundamental para o entendimento da
localizagdo dos 6rgdos no corpo humano, bem como, sua morfologia, e funcao destes em um
sistema. A formolizacdo é a principal técnica de embalsamento a qual utiliza formol 10 %,
na preservacao de tecidos bioldgicos. A partir da fixacdo, pode-se conservar as pecas
anatdmicas, mas um dos problemas que enfrentados é o crescimento de fungos em cadaveres
devido a ma manutencdo destas pegas. Esses fungos, além de contaminar o cadaver, pode
contaminar o ambiente. Os fungos em geral estdo distribuidos em todos os habitats e
ecossistemas e muitos sdo considerados patégenos humanos e demonstram potencial para
producdo bioldgica e biotecnoldgica. A partir destas consideracdes, este estudo teve como
objetivo isolar e identificar fungos anemdfilos e das pecas anatdmicas conservadas em
solucdo de formaldeido no Laboratério de Anatomia Humana da Universidade Federal da
Paraiba, bem como caracteriza-los quanto a resisténcia ao formaldeido e a capacidade de
produzir enzimas extracelulares. Os fungos foram coletados de partes anatdmicas que
apresentavam sinais visiveis de contaminagdo e do ambiente. Em seguida, as placas foram
seladas e incubadas a temperatura ambiente, e subsequentemente foi realizado o isolamento
das diferentes col6nias fungicas. A identificacdo dos isolados fungicos foi realizada por meio
de macro e micromorfologia. Foram identificados 13 isolados fungicos distribuidos em 6
géneros diferentes: Aspergillus, Penicillium, Trichophyton, Acremonium, Blastomeyces e
Xylohypha. Foi avaliada a resisténcia dos conidios em diferentes concentra¢des de formol (10
%, 12 %, 15 %, 17 % e 20 %). Os isolados de Aspergillus niger GO7, Penicillium (C03 e 109),
e Trichophyton D04, cresceram numa concentracdo de 10 % de formol e os mesmos isolados
de A. niger GO7 e Penicillium C03, também cresceram a 12 %. Estes mesmos isolados foram
analisados quanto o seu crescimento em meio de cultura sélido contendo formol nas mesmas
concentragdes. Nenhum isolado foi capaz de se desenvolver. A resisténcia dos conidios foi
testada em meio liquido acrescido com formol nas concentragdes de 1 %, 5 % e 10%. Os
conidios de dois isolados de Penicillium (C03 e 109) germinaram na concentracdo de 1 % de
formol. Para determinar a atividade enzimatica proteolitica (IE) foi utilizado o meio de cultura
solido acrescido de caseina e gelatina, e a atividade lipolitica foi utilizado dleo de vegetal
acrescido de rodamina B e tributirina. O crescimento e formagdo do halo de degradacao foi
avaliado durante 3 dias. Para a atividade proteolitica, apenas os isolados Penicillium C03, A.
niger GO7 e Aspergillus HO8 formaram halo de degradacdo da caseina com um IE de 3,81,
3,68 e 3,93, respectivamente. Os isolados Aspergillus HO8 (IE = 5,18), Trichophyton D04 (IE
=4,81), A. niger GO7 (IE = 3,75), Penicillium C03 (IE = 2,56) e Penicillium 109 (IE = 2,18)
apresentaram um IE superior em meio de cultura contendo gelatina. Para a atividade
lipolitica, a tributirina adicionada ao meio de cultura sélido, ndo foi determinante para formar
um halo transparente. J4 na presenca do 6leo vegetal com rodamina B, todos os isolados
formaram um halo fluorescente amarelo-alaranjado, a partir da hidrélise de acidos graxos,
evidenciando que esses isolados secretam as lipases. Os resultados indicam que os cadaveres
conservados com formol 10 % possuem micro-organismos viaveis em suas superficies que
podem ser fonte de contaminagdo do ambiente e dos profissionais que manipulam essas pecas
como ferramenta de trabalho e estudo. Este estudo ressalta a importancia dos protocolos de
controle de infeccdo e destaca a necessidade do uso de padrdes de biosseguranca. Além disso,
0s meios de cultura solidos utilizados para avaliar a atividade proteolitica e lipolitica
apresentaram potencial para a producdo de enzimas hidroliticas extracelulares as quais
possuem uma vasta aplicacdo em diversos processos biotecnoldgicos.

Palavras chave: fungos filamentosos; formaldeido; enzimas extracelulares.



ABSTRACT

In this area of health the study of anatomical parts is fundamental for the understanding of
the location of organs in the human body, as well as its morphology, and its functioning in a
system. Formolization is a main technique of bagging in a manner used 10% in the
preservation of biological tissues. From fixation, it can be preserved as anatomical pieces, but
it is one of the problems that the growth of fungi in corpses has become dangerous. These
fungi, besides contaminating the corpse, can contaminate the environment. Fungi in general
are distributed in all habitats and ecosystems and many are human rights and demonstrate
potential for biological and biotech production. From this issue, this study aimed to isolate
and analyze the anamophiles and the anatomical samples in problem solving at the Human
Anatomy Laboratory of the Federal University of Paraiba, as well as their capacity of
presentation and ability to produce enzymes. extracellular. The fungi were included in the
anatomical parts that showed signs of contamination and the environment. Then, as plates
were sealed and incubated at room temperature, and subsequently the different fungal
colonies were isolated. Identification of the fungal ingredients was performed by means of
macro and micromorphology. There were 13 leaflets distributed in 6 different groups:
Aspergillus, Penicillium, Trichophyton, Acremonium, Blastomeyces and Xylohypha. Steels of
formaldehyde (10%, 12%, 15%, 17% and 20%). Oss. From Aspergillus niger GO7,
Penicillium (C03 and 109), and Trichophyton D04, grown in a 10% analogously chain and
isolated from A. niger GO7 and Penicillium CO03, also grew by 12%. The same in the tumors
in adult tummy the same in the formation of the well concentrations is as well comed in the
beads. The result was able to develop. The resistance to conidia was tested in liquid medium
with formulas in the concentrations of 1%, 5% and 10%. The conidia of two sides of
Penicillium (C03 and 109) germinated in the concentration of 1% of formaldehyde. To
determine the proteolytic enzymatic activity (IE) the culture medium of a vascular
supplement of casein and gelatin was used, and a lipolytic activity was a vegetable oil
supplement of rhodamine B and tributyrin. Growth and formation of the degradation halo was
evaluated for 3 days. For a proteolytic activity, only the Penicillium C03, A. niger GO7 and
Aspergillus HO8 isolates formed a casein degradation halo with an IE of 3.81, 3.68 and 3.93,
respectively. The isolates Aspergillus HO8 (IE = 5,18), Trichophyton D04 (IE = 4,81), A.
niger GO7 (IE = 3,75), Penicillium C03 (IE = 2,56) and Penicillium 109, 18) a higher sound
in culture medium containing gelatin. For a lipolytic activity, a taxation on the solid culture
medium was not determinative to form a clear halo. In the first part of the vegetable oil with
rhodamine B, all products form a yellow-orange fluorescent halo, from the hydrolysis of fatty
acids, evidencing what is secreted as lipases. The results indicate that the preserved systems
have 10% microinsurance that have their characteristics that can be source of contamination
of the environment and of the professionals that manipulate the data as a tool of work and
study. This study highlights the presence of the protocols of infection and highlights the use
of biosafety patterns. In addition, the culture media used to evaluate a proteolytic and lipolytic
activity potentiated the production of extracellular hydrolytic enzymes as being present in a
biotechnological process.

Key words: filamentous fungi; formaldehyde; extracellular enzymes.



1. INTRODUCAO

O estudo da Anatomia Humana é fundamental na area da salde. Porém a
conservacao dos cadaveres, pecas anatdmicas, tecidos e visceras tem sido um desafio para
os profissionais que atuam nessa area, devido a proliferacdo de micro-organismos, e de
forma predominante, os fungos filamentosos (NAZAR et al., 2014).

A conservacgdo dessas pecas é feita a base de substancias quimicas, entre elas o
formaldeido, as quais garantem a manutencdo da forma da peca anatdémica por um longo
periodo e reduz o indice de contaminacdo por acdo microbiana. Porém existem alguns
micro-organismos (fungos, virus e bactérias) que sdo resistentes em diferentes
concentragOes de formol. Essa caracteristica pode comprometer a conservacgdo das pecas
anatomicas pela colonizagdo de micro-organismos e por consequéncia, a contaminagéo
do ambiente laboratorial e estudo.

Dentre os micro-organismos, os fungos filamentosos sdo 0s mais resistentes e
persistentes no ar atmosférico. Devido a esta caracteristica, eles podem colonizar todo
tipo de acervo, independentemente de sua constituicdo. A presenga ou a suspeita de
fungos colonizando uma colecdo requer atencdo imediata, uma vez que, seguramente,
eles expGem 0 acervo e as pessoas que tém contato direto com este material a condigdes
de risco (KARAM, 2016).

Os micro-organismos realizam transformacdes enzimaticas que tem contribuido
para a decomposicdo e mineralizacdo de nutrientes. As enzimas extracelulares sdo 0s
mediadores da decomposicdo, producdo de carbono organico dissolvido e mineralizacdo
de nitrogénio e fosforo (ALBUQUERQUE et al., 2010).

Industrialmente, os micro-organismos sdo considerados fontes alternativas e de
baixo custo na producdo de metabdlitos, podendo ser cultivados em grandes quantidades
e em tempo relativamente curto. Acrescenta-se também a conveniéncia de que a producéo
ndo esta relacionada as questdes sazonais e geograficas e pela possibilidade de uso de
matérias primas pouco dispendiosas (ZIMMER et al., 2009). Estima-se que apenas 5 %
dos fungos e 2 % das bactérias ja tenham sido avaliados e identificados como produtores
de enzimas de interesse industrial (SILVA; FRANCO; GOMES, 1997). Portanto, a
identificacdo de novas fontes microbianas, principalmente ndo toxicas ao organismo
humano, é de grande interesse estratégico, pois além de garantir o suprimento de enzimas

aos mais variados processos industriais, tornam possivel o desenvolvimento de novos
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sistemas enzimaticos que nao podem ser obtidos de plantas ou animais (ALVES et al.,
2002).

Mediante a grande preocupacgédo relacionada ao desenvolvimento de fungos
patogénicos em ambientes fechados e os problemas de salde que esses agentes provocam,
a notavel proliferacdo fungica em pecas anatdbmicas conservadas em solucdo de
formaldeido no Laboratério de Anatomia Humana da UFPB, foi o motivo para elaboracéo
dessa proposta, visto que, a presenca de fungos patogénicos em ambientes de trabalho é
o suficiente para implica-los como causadores de doencas, pois ndao fazem parte do
ambiente natural dos Laboratorios desse tipo. A partir dessas consideracfes, este estudo
teve por objetivo isolar e identificar fungos filamentosos encontrados no Laboratorio de
Anatomia Humana, onde a proliferacdo dos mesmos encontra-se visivel nas pecas
anatdmicas conservadas em solucdo de formaldeido, visando a prevencdo de possiveis
doencas oportunistas causadas por fungos, bem como caracteriza-los quanto a resisténcia

ao formaldeido e a capacidade de produzir enzimas extracelulares (lipases e proteases).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Isolar e identificar fungos anemofilos do Laboratério de Anatomia Humana da UFPB
e das pecas anatbmicas conservadas em solucdo de formaldeido, bem como
caracteriza-los quanto a resisténcia ao formaldeido e a capacidade de produzir

enzimas extracelulares.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Purificar e identificar propagulos fangicos do ambiente do Laboratério e da sala
de formolizacdo e das pecas anatdbmicas conservadas em formol a 10 % que
apresentavam sinais de contaminagao por micro-organismos

— Verificar a viabilidade dos conidios, crescimento das col6nias e resisténcia dos

conidios em diferentes concentracGes de formol;

— Avaliar qualitativamente a atividade proteolitica in vitro, a partir da formacéo do
halo de degradacdo da caseina e da gelatina adicionada ao meio de cultura solido;

— Avaliar qualitativamente a atividade lipolitica in vitro nos meios sélidos com 6leo

vegetal e rodamina B e com tributirina.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. CONSERVACAO DAS PECAS ANATOMICAS HUMANAS EM SOLUCAO
DE FORMALDEIDO

A conservagdo de pecas anatdbmicas naturais € indispensavel para o ensino da
Anatomia Humana e Animal, sendo a formalizagio o método convencional de
conservacao. As pecas cadavéricas contribuem de forma efetiva no aprendizado pratico,
melhorando as habilidades aplicativas, assimilativas e compreensivas da Disciplina
preparando os estudantes para uma situacéo real, além do carater cientifico-académico
(KIMURA; CARVALHO, 2010).

A conservacao tem como objetivo preservar da maneira mais proxima possivel,
a morfologia e caracteristicas das pecas, tal como consisténcia, coloracdo e flexibilidade.
A partir das técnicas fixacdo, € possivel manter a forma da peca anatdbmica e a
conservacao por um longo periodo (LAFOREST, 2000; KIMURA; CARVALHO, 2010).
Atualmente podemos contar com uma variedade de técnicas que auxiliam na preservacao
dos tecidos animais para fins didaticos (KIMURA; CARVALHO, 2010).

A glicerinacdo € umas das técnicas que utiliza o glicerol, um liquido claro, incolor,
viscoso, com capacidade de desidratar as estruturas, a qual se atribui a sua agéo
antisséptica. A desidratacdo obtida com a glicerina ndo altera a concentracao idnica das
células, o que mantém a integridade celular. Isso traz como vantagens a reducdo da
antigenicidade dos tecidos conservados, facilidade no seu manuseio, e a possibilidade de
manutencdo das pecas em ambiente seco (RODRIGUES, 2005; TAVANO; OLIVEIRA,
2009).

A plastinacdo € uma técnica que substitui a &gua e os lipidios dos tecidos corporais
por um polimero, mantendo a estrutura e caracteristicas originais da peca. Ndo apresenta
odor e é de facil conservacdo. Entretanto, o custo é elevado e requer um maior tempo de
preparo, levando meses para finalizar o procedimento (SILVA et al., 2011).

A formolizacdo é a técnica mais comumente utilizada que utiliza o formaldeido,
tambem conhecido como formol ou formalina com formula quimica igual a CH,O (INCA,
2018). O formaldeido € um gas inflamavel, incolor e prontamente polimerizado em
temperaturas ambientais. O produto comercialmente disponivel mais comum é uma
solugéo aquosa a 30-50 % (PRZYBYSZ; SCOLIN, 2009), sendo este na forma pura néo

comercializado, pois apresenta uma forte tendéncia & polimerizacdo. O metanol

18



frequentemente adicionado a solucdo de formaldeido tem a funcdo de inibir a
polimerizagdo e assim viabilizar o uso em diversos processos. Na forma sdlida, é
comercializado como trioxano e paraformaldeido, com 8-100 unidades de formaldeido.
Os paises da Asia e da América do Sul sdo os maiores produtores de formaldeido
(KIMURA; CARVALHO, 2010). Esta substancia é amplamente utilizada na preparacao
de solugdes de ureia e tioureia, na fabricacdo de vidros, seda artificial, tecidos, celulose,
borracha sintética, resinas melamilicas, germicidas, tintas, corantes, cosméticos, drogas,
cigarros, espelhos, mdveis, explosivos, na coagulacdo da borracha natural e no
endurecimento de gelatinas, albuminas e caseinas. Na area agricola pode-se destacar o
seu uso na producdo de fungicidas e pesticidas (KIMURA; CARVALHO, 2010). O
formol também € utilizado como desinfetante antisséptico e na esterilizacdo de objetos
sensiveis ao calor os quais ndo podem ser autoclavados, como citoscopios, laparoscopicos
e instrumentos utilizados para hemodialise (MARISCAL et al., 2005).

A sua utilizacdo na Anatomia também é bem conhecida, pois as pecas anatdmicas
necessitam estar bem conservadas para uma facil identificacdo dos elementos
constituintes desta. Sendo assim, o formaldeido destaca-se como metodo mais utilizado
para tal conservacdo por possuir preco acessivel e de facil obtencdo. A formalina é usada
na fixacao de tecidos para estudos histologicos, na preservacdo de materiais bioldgicos e
outros materiais organicos, na preparacdo de vacinas e também como preservativo,
desinfetante e antisséptico (PRZYBYSZ; SCOLIN, 2009). Nesta técnica, o formaldeido
(CH20) é utilizado em solucdo aquosa a 10 %. Nesta concentragcdo o formol penetra
rapidamente nos tecidos e mantém a integridade da célula, permitindo a fixacdo de suas
caracteristicas (RODRIGUES, 1998). O método consiste pela injecdo do liquido da
solucdo pela via arterial, através da artéria femoral. O fixador impede a degradacdo das
células, o que garante a dissecacdo anatbmica e a utilizacdo de tecidos, visceras e pecas
anatdmicas para pesquisas na area médica (IKEDA, 1993; BURTON et al., 2013). O
formaldeido utilizado nesta técnica de embalsamamento das pecas anatdmicas humanas
tem por finalidade eliminar a atividade de fungos, virus e bactérias. Reduzindo o risco de
transmissdo de agentes microbianos infecciosos no ambiente onde 0s corpos séo
embalsamados e conservados (BURKE; SHEFFNER, 1976). Entretanto traz uma
desvantagem devido a sua solubilidade em &gua, o formol é rapidamente absorvido no
trato respiratorio e gastrointestinal e metabolizado. Embora o formol ou metabolitos
sejam capazes de penetrar na pele humana, a absor¢do dérmica é mais leve, porém podem

induzir a dermatites de contato. Desta forma, o formol é tdxico se ingerido, inalado ou
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tiver contato com a pele, por via intravenosa, intraperitoneal ou subcutanea (Tabela 1).
Sendo também classificado como cancerogénico, tumorogénico e teratogénico em
humanos (IARC, 2004).

Tabela 12: Efeito do formol a satde publica.

Média de Tempo médio Efeitos a satde da populacao em geral
concentracao
0,8—1 ppm Exposicao repetidas Percepcéo olfativa

Até 2 ppm  Unica ou repetida exposicdo Irritante aos olhos, nariz e garganta

3-5ppm 30 minutos Lacrimacgéo e intolerdncia por algumas
pessoas

10 - 20 ppm Tempo ndo especificado Dificuldade na respiragéo e forte lacrimacéo
25 - 50 ppm Tempo ndo especificado  Edema pulmonar, pneumonia, perigo de vida

50 — 100 ppm Tempo ndo especificado ~ Pode causar a morte

Fonte: Adaptado INCA, 2018; World Health Organization (1989); IARC (1995); WHO Regional office for
Europe (1987).

Em testes realizados para verificar a acdo microbiana, a administracdo de
substancias quimicas via arterial resultou em uma reducdo de 99 % dos micro-
organismos, apds duas horas de contato. Este nivel de desinfeccdo foi mantido durante as
24 horas em um periodo teste. A partir dai foi constatada a desinfeccéo tdpica dos orificios
corporeos, demonstrando desde modo que as praticas de embalsamento presentes
reduzem o perigo de transmissao de agentes microbianos infecciosos dentro do ambiente
imediato de restos humanos embalsamados (BURKE; SHEFFNER, 1976).

A resisténcia de fungos, bacteriéfagos, virus e bactérias (gram-negativas, gram-
positivas e esporos bacterianos), e a dependéncia do efeito antimicrobiano em diferentes
concentracdes de formaldeido foram avaliadas por Spicher e Peters (1976). Dentre as
bactérias avaliadas, Pseudomonas sp., Klebsiella sp. e Salmonela sp. mostraram-se mais
suscetiveis ao formaldeido que Stafilococos sp. Os fungos mostraram-se mais resistentes
que as bactérias. Os conidios de Aspergillus niger foram mais resistentes que as células
leveduriformes de Candida albicans. Baseado neste relato faz-se necessario a

manutencdo dos tanques e recipientes onde sdo mantidos os cadaveres, as pecas
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anatdmicas, os tecidos e as visceras para evitar a proliferacdo dos micro-organismos mais
resistentes as substancias quimicas, e consequentemente a contaminagdo do ambiente.
Alguns fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Trichophyton, Microsporum,
Candida e Cryptococcus foram identificados em cadaveres conservados em formol a 10
%, em 13 Faculdades de Medicina no Suddo (NAZAR et al., 2014). Eles representam um
risco a saude publica por desencadear reacOes alérgicas e micoses superficiais e
sistémicas. Diferentes espécies de bactéria (Gemella sp., Aerococcus sp., Cellulomonas
sp., Corynebacterium sp., Kocuria sp. e Staphylococcus sp.) também foram encontradas
em diferentes regibes corporais (axila, regido oral, cavidade nasal e inguinal e regido
pélvica) de cadaveres fixados em formol a 10 %, examinados e dissecados por estudantes
de Anatomia Humana. Esse resultado reforga a importancia dos protocolos de controle de
infeccdo e ressalta a necessidade do cumprimento das normas estabelecidas de
biosseguranca (BURTON et al., 2013).

3.2. FUNGOS FILAMENTOSOS COMO AGENTE CONTAMINANTE

Os fungos (do latim fungus = cogumelo) tém sido tradicionalmente considerados
como "semelhantes a plantas”. A maioria das espécies cresce por prolongacao continua e
ramificacdo de estruturas filiformes. Em adicdo, eles sdo imdveis em sua maioria e suas
paredes celulares assemelham-se as de plantas, em espessura e, até certo ponto, em
composicdo quimica e em estrutura ultramicroscopica (FUNGOS, 2008a). Os fungos
crescem como células Unica (leveduras) ou como col6nias filamentosas multicelulares
(bolores e cogumelos). As formas multicelulares ndo possuem folhas, caules ou raizes e
sdo muito menos diferenciadas do que as plantas superiores, porém sdo muito mais
diferenciadas do que as bactérias. Contudo, os fungos ndo possuem pigmentos
fotossintéticos e, assim, eles estdo restritos a uma existéncia saprofitica ou parasitas
(FUNGOS, 2008a).

Os fungos filamentosos pertencem ao reino Fungi, e compreendem 5 filos -
Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota, Microsporo e Zygomycota. Estes sdo
organismos eucariotos, multicelulares, quimioheterotroficos e aerobios estritos.
Apresentam crescimento apical, estruturas reprodutivas diferenciadas das vegetativas,
além de reproducdo sexuada ou assexuada (ALEXOPOULOS et al., 1996). Os fungos
tém como habitat os mais diferentes substratos. A grande maioria vive no solo fazendo

parte da reciclagem dos materiais na natureza. S&o encontrados também nos vegetais,
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agua, animais, etc. Formam ainda diversas estruturas de dispersao, sendo a principal, 0s
esporos ou conidios, e atraves de dispositivos especiais e naturais essas estruturas entram
em contato com varias vias de dispersao (dgua, sementes, insetos, homem, animais, etc.)
(LACAZ; MARTINS, 1998). A citologia dos fungos filamentosos possui como elemento
constituinte basico a hifa que podem ser continuas ou cenociticas e tabicadas ou septadas.
Ao conjunto de hifas da-se 0 nome de micélio. O micélio que se desenvolve no interior
do substrato, funcionando também como elemento de sustentacdo e de absorcdo de
nutrientes, € chamado de micélio vegetativo. O micélio que se projeta na superficie e
cresce acima do meio de cultivo é o micélio aéreo. Quando o micélio aéreo se diferencia
para sustentar os corpos de frutificacdo ou propégulos, constitui o micélio reprodutivo
(FUNGOS, 2008b). A partir da diferenciacdo da hifa formam-se as estruturas
reprodutivas onde sdo encontrados os esporos. Nos fungos de reproducao assexuada, 0s
esporos sdo chamados de conidios (ALVES; LOPES, 2008). Esses conceitos
fundamentais representam a base para a identificacdo de um fungo filamentoso, pois a
classificacdo é feita, em regra, pelas caracteristicas morfoldgicas, tanto macroscépicas
(cor, aspecto, textura da coldnia, etc.), quanto microscopicas (forma e cor da hifa,
presenca ou auséncia de septos, tipo e arranjo de esporos ou conidios, etc.), além da
velocidade de crescimento (lenta, moderada ou rapida) em meio de cultura sintético
(ALEXOPOULOQS et al., 1996).

Através de métodos especificos, os fungos podem ser isolados de seu habitat
natural e, por meio das vias de dispersdo, de varios materiais contaminados (SMITH,
1992). A exigéncia mais obvia para crescimento fungico € a necessidade de fontes de
nitrogénio e energia, associado a temperatura ambiental. Embora os fungos possam
respirar em condi¢cBes variadas de temperaturas baixas e altas, existem limites
estabelecidos para seu crescimento e producdo de toxinas dependendo da espécie
(JOHNSON; BORMAN, 2010). A principal via de dispersdo é o ar atmosférico, através
do vento. Os fungos que se dispersam pelo ar sdo denominados de anemofilos. E através
das vias de dispersdo que os fungos sdo disseminados na natureza, e ao encontrarem um
substrato com nutrientes adequados, crescem e colonizam (BUCKINGAHAAM;
HANSELL, 2003). Capazes de germinar rapidamente no solo, em plantas, em alimentos,
em papéis e até em vidros (CARVALHO; PEREIRA; PRADO, 2002). Dessa maneira,
podem contaminar ambientes, deteriorar diversos materiais e causar alergias ou micoses
em varios hospedeiros, incluindo o homem (BUCKINGAHAAM; HANSELL, 2003). Os

esporos estdo entre 0s principais agentes alergénicos encontrados no ambiente, podendo
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desencadear reacdes alérgicas classicas causadas por fungos (NIEDOSZYTKO et al.,
2002). Os fungos liberam em ambientes fechados, propagulos chamados de particulas de
reatividade imunoldgica de tamanho menor que os esporos (GORNY, 2002). Extratos de
esporos e micélio foram isolados em secrecao de pacientes com histérico de rinite e asma.
Os resultados demonstraram que o micélio e os esporos compartilham respostas alérgicas
potentes e de intensidade variavel. Além disso, 0 micélio desencadeou uma reatividade
imunologica maior que a induzida pelos esporos (FADEL, 1992). Embora sejam
estimados em 250 mil espécies, menos de 150 foram descritos como patdgenos aos seres
humanos (FUNGOS, 2008c¢). O desenvolvimento de fungos contaminantes em ambientes
fechados e os problemas adversos a salde desencadeados por eles estdo diretamente
relacionados a fatores ambientais favoraveis como umidade e temperatura em cada fase
de desenvolvimento do fungo: germinacdo, crescimento e esporulacdo (VUJANOVIC,
2001). Em ambientes fechados, os fungos podem apresentar propriedades citotoxicas
dependendo da quantidade de esporos dispersos e da espécie. A inala¢do ininterrupta de
esporos flngicos, torna-se potencialmente perigosa a saide (SMITH, 1992). Dentre 0s
fatores ambientais responsaveis pelo desenvolvimento fangico, a umidade é considerada
um risco confirmado para o aumento de casos de dermatites atipicas, asma e rinite
alérgicas, sendo o risco de resfriados 0 mais comum entre as infeccdes respiratérias
(SCHIRMER et al., 2011).

Os fungos do género Aspergillus sp. aparecem com grande incidéncia em
ambientes fechados, sendo considerados particularmente perigosos, pois podem resultar
na colonizagdo das vias aéreas, assim como atuar como poderosos alergénicos (TOME;
VAN DER WERF, 2001). Outros fungos do género Penicillium sp. sdo implicados como
indutores de problemas adversos de satude em recinto fechado (SIDRIM et al., 2004). A
proliferacdo destes géneros em ambientes fechados esta entre os crescentes problemas da
medicina moderna, pois tais micro-organismos sdo altamente invasivos e infecciosos,
principalmente para pessoas de comportamento de risco que sofrem de imunodeficiéncia
(BENNET, 2010). A dispersdo flngica esta estreitamente relacionada a alta producéao de
elementos de disseminacdo, sendo que a umidade local é pré-requisito para a inoculagéo
e sobrevivéncia destes fungos e também dos fungos dermatofito, como por exemplo
fungos do género Trichophyton que utilizam substratos queratinosos como cabelo, unhas
e pele. Além disso, habitos de higiene e fatores imunologicos também influenciam na
instalacdo, perpetuacdo e disseminacdo de uma dermatofitose (SILVEIRA, 2007). Nao

h& padrbes aceitos para a interpretacdo e identificacdo de niveis flngicos no ar em
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ambientes fechados ou ao ar livre. A melhor forma de prevencdo contra o

desenvolvimento fungico seria o controle da umidade ambiental (BURGE, 2002).

3.2.1. Aspergillus

Tabela 13: Classificagdo taxondmica do género Aspergillus.

Dominio Eukarya

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Classe Eurotiomycetes
Ordem Eurotiales
Familia  Trichocomaceae

Género  Aspergillus
Fonte: Adaptada, NCBI.

O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez em 1729 por Micheli. Em 1926
os autores Tom e Church publicaram a primeira monografia sobre o género, as espécies
pertencentes a esse género ficaram cada vez mais conhecidas e passou a ser um dos
grandes géneros de fungos estudados (Tabela 2).

Uma descri¢do completa sobre o género foi realizada por Rapper e Fennel em
1965, onde foi reconhecido cerca de 132 espécies e 18 variedades (GEISER et al., 2007;
BENNET, 2010). Atualmente o género Aspergillus compreende mais de 260 espécies.
Embora esse género tenha sido estudado desde 1729, a sistemética esta em um estado de
fluxo, além das caracteristicas morfoldgicas e da utilizacdo das técnicas moleculares, as
espécies podem ser caracterizadas através de seus perfis de metabdlitos secundarios,
coloracdo dos conidios, por sua taxa de crescimento em determinadas temperaturas e
atividade de agua, através de seu crescimento no meio de cultura Creatine Sucrose Agar
- CREA (SAMSON; VARGA, 2009).

Este género e considerado cosmopolita e amplamente distribuido na natureza,
sendo o isolamento mais comum de especies que estdo no solo e colonizando plantas
caidas. O género possui uma abundancia maior nas regifes de climas tropicais e
subtropicais (KLICH, 2002). Aspergillus ¢ um fungo cujos conidios estdo presentes no

ar, mas normalmente ndo causa doenga. Em individuos imunocomprometidos podem
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causar doencas no trato respiratorio, sendo esta chamada de Aspergilose que incluem,
aspergilose invasiva, aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA), aspergilose
pulmonar crénica (CPA) e aspergiloma (ASPERGILLUS, 2018).

Em relacdo a morfologia do género, as col6nias apresentam uma ampla variacéo
na coloracdo com tons de verde, amarelo, cinza, marrons, preto e branco. Em relacao a
citologia apresenta hifas hialinas, septadas e ramificadas em angulo agudo, as quais se
diferenciam em estruturas reprodutivas, dando origem aos conidios (PARK; MEHRAD,
2009).

Espécies pertencentes ao género Aspergillus podem ser divididas em secgdes:
Flavi, Circumdati, Nigri, Restricti, Fumigati, Cervini, Clavati, Nidulantes, Flavipedes,
Versicolores, Usti, Terrei, Candidi, Cremei, Sparsi e Wentii. As espécies mais
comumente estudadas pertencem as se¢fes Circumdati, Flavi e Nigri, por apresentarem
importancia econdmica e biotecnoldgica, pois alguns produzem micotoxinas (KLICH,
2002; VARGA et al., 2004).

Em relacdo a importancia econémica, Aspergillus é um dos géneros de fungos
economicamente mais importantes, muitos isolados séo utilizados na producdo de
diversos produtos, porém algumas espécies sao responsaveis por diversas desordens em
varias plantas, sdo considerados patdgenos oportunistas, entre 0s patdgenos comuns
encontram-se as especies A. flavus e A. niger (VARGA et al., 2004).

3.2.2. Penicillium

Tabela 14: Classificagdo taxondmica do género Penicillium.

Dominio Eukarya

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Classe Eurotiomycetes
Ordem Eurotiales

Familia  Trichocomanaceae

Género Penicillium

Fonte: Adaptada, NCBI.
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O género Penicillium (Tabela 3) é considerado importante no que se refere a
contaminacgdo alimentar. S&o amplamente distribuidos no mundo todo e estdo presentes
no solo, ar e material vegetal em decomposicéo (PITT, 2000).

As espécies pertencentes a esse género tém sido utilizadas como modelo em
estudos basicos, porém muitas pesquisas aplicadas tém demonstrado o seu enorme
potencial biotecnoldgico. Algumas espécies podem ser utilizadas no biocontrole,
micoparasitismo, utilizacdo de metabdlitos secundarios para produgdo industrial, s&o
fontes de enzimas de interesse industrial e novos farmacos para a industria farmacéutica
(PALLU, 2010). Porém, algumas espécies desse género também sdo produtoras de
micotoxinas. A importancia desses compostos tdxicos varia muito, sendo regida pelos
fatores ecoldgicos e bioldgicos de cada espécie. Com base nas caracteristicas culturais e
morfoldgicas, principalmente os arranjos dos conidioforos e conidios, Penicillium foi
dividido em quatro subgéneros Aspergilloides, Penicillium, Biverticillium e Furcatum
(PITT; HOCKING, 1997). Penicillium também é relatado como patégeno oportunista de
plantas, espécies desse género encontram-se amplamente distribuidas, apresentam
impactos negativos e positivos. Muitas espécies de Penicillium sdo reconhecidas por
produzirem metabdlicos toxicos, as micotoxinas mais importantes encontradas em
alimentos s&o ocratoxina A, pantulina, critinina e citreoviridina (PITT, 2000).

O clima em regies tropicais e subtropicais permite a producédo agricola durante o
ano todo, porém, essas mesmas condi¢des, alta umidade e étimas temperaturas também
sdo propicias ao desenvolvimento de fungos. A deterioracdo de grdos armazenados é um
problema para a economia (RIBEIRO et al., 2003). Numerosas espécies do género
Penicillium apresentam um valor particular, as espécies mais conhecidas nesse aspecto
sdo P. notatum, produtor do antibiético - penicilina. Na industria de alimentos destacam-
se P. camemberti e P. roqueforti, essas estdo associadas na producdo de determinados
tipos de queijos (CHAVEZ et al., 2006).
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3.2.3. Trichophyton

Tabela 15: Classificagdo taxondmica do género Trichophyton.

Dominio Eukarya

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Classe Eurotiomicetes
Ordem Onygenales
Familia  Arthrodermataceae

Género  Trichophyton

Fonte: Adaptada, NCBI.

A Tabela 4 mostra a taxonomia do género Trichophyton. E considerado um
dermatdfito associado a pele e a unha, mas € principalmente isolada de infec¢des do couro
cabeludo, sobretudo em criancas em idade escolar (BERGERSON et al., 2001;
CHIMELLI et al., 2003). Os dermatdfitos sdo queratinofilicos, ou seja, utilizam
substratos queratinizados como fonte de carbono, nitrogénio e enxofre, e s&o
especializados na infecgdo de unha e pele, causando tinea capitis, tinea cruris, tinea
corporis, pé de atleta e onicomicose (GUPTA; SUMMERBELL, 2000).

Os fungos do género Trichophyton variam de uma espécie para outra. Apresentam
na microscopia de um modo geral uma quantidade de microconidios ovalares ou redondos
dispostos em cachos. O clima em regides tropicais e subtropicais favorecem o seu
crescimento. Podem ser saprofitas, vivendo na pele humana, na pele de animais, no solo
e nas plantas (KANE et al., 1997). Esse género € composto por varias espécies, sendo a
principal T. rubrum; contudo, o consideravel aumento de isolamento de T. tonsurans vem
tornando-se um fendmeno mundial, fazendo dele um importante objeto de estudo. Além
disso, habitos de higiene e fatores imunol6gicos também influenciam na instalacéo,
perpetuacdo e disseminacdo de uma dermatofitose. Por ndo se tratar de uma doenca de
notificacdo obrigatoria, estudos cientificos epidemiologicos contribuem para melhor
entender sua distribuicio mundial. Dessa forma observamos que a ocorréncia de T.
tonsurans é mais frequentemente relatada em paises como os EUA, Reino Unido, Haiti e
Japédo (SHINODA et al., 2008; RACCURT et al., 2009; COLOE et al., 2010). No Brasil,
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observamos predominancia no isolamento desse fungo nas regides Norte e Nordeste,
porém é também isolado como agente de tinha do couro (Tinea capitis) cabeludo em
diferentes regides do pais: Sudeste e Sul (BERGERSON et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2002; CHIMELLI et al., 2003)

3.3.  ENZIMAS

As enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadoras de reagcdes quimicas,
sendo essenciais para o sistema metabolico de todos 0s organismos vivos e possuem um
papel fundamental na degradacdo da matéria organica, na infeccdo do hospedeiro e
deterioracdo dos alimentos (LEHNINGER et al., 1995).

A diferenciacdo de todas as enzimas dar-se-a pela International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) que desenvolveu um sistema de
numeragdo conhecido como “E.C.” (Enzyme Commission of the IUBMB). O sistema é
composto por quatro nimeros para cada enzima e no total existem seis divisdes em que
as mesmas podem ser classificadas, de acordo com o tipo de catélise que realizam. Por
exemplo, o primeiro dos quatro numeros (1-6xido-redutase, 2- transferases, 3-hidrolases,
4-liases, 5-isomerases, 6-ligases) é referente a classe, o segundo a sub-classe, o terceiro a
grupos quimicos especificos que participam da reagdo e 0 quarto a enzima propriamente
dita (DEVLIN, 2011). Podem ser divididas em seis classes, segundo as reacbes que
catalisam: oxidorredutases (catalisam reac6es de dxidoreducdes); transferases (catalisam
reacOes de transferéncia de grupos de uma molécula a outra); hidrolases (catalisam
reaces de hidrolise); liases (catalisam reacBes de quebra de ligacGes); isomerases
(catalisam reacGes de mudanca intramolecular, onde um substrato transforma-se em um
produto isdbmero) e ligases (catalisam a ligacdo covalente de moléculas, com simultanea
quebra de uma ligagéo de alta energia) (SANT’ANNA JUNIOR, 2001).

Enzimas possuem estrutura molecular complexa, constituida principalmente por
uma parte proteica que pode estar integrada a outras moléculas, como carboidratos e
lipideos (HARTMEIER, 1988). Esses heteropolimeros sdo formados por aminoacidos
ligados covalentemente por ligacOes peptidicas. A estrutura primaria das enzimas
corresponde a sequéncia de seus aminoacidos; sua estrutura secundaria corresponde a

interacdo desses aminoacidos com aminoacidos adjacentes, formando arranjos espaciais

28



do tipo a-hélice ou folha PB. A estrutura tercidria corresponde as interacdes entre
aminoacidos ndo sequencialmente préximos, o que provoca tor¢bes e dobramentos; esta
estrutura configura o sitio catalitico da enzima, o que é determinante para sua atividade
bioldgica. Ja a estrutura quaternaria das enzimas corresponde a interacdo entre cadeias
polipeptidicas (SANT’ANNA JUNIOR, 2001).

A maioria das enzimas sdo proteinas, com excec¢do de um pequeno grupo de
moléculas de RNA cataliticas (NELSON; COX, 2011). As enzimas sdo necessarias, pelo
fato de aumentar da taxa de conversdo de um determinado substrato em um produto
(DEVLIN, 2011). A funcdo das enzimas é diminuir a energia de ativacdo da reacao,
aumentando assim a sua velocidade. A acdo das enzimas promove 0 aumento da
velocidade da reacdo por um fator de até 1020 vezes a mais que rea¢des ndo catalisadas.
Uma das principais caracteristicas das enzimas consiste na sua alta especificidade, uma

vez que os substratos e as enzimas sao complementares geometricamente.

3.3.1. Lipase

As enzimas lipoliticas sdo hidrolases capazes de converter triacilglicerdis em
diacilglicerol, monoacilglicerol, acidos graxos livres e glicerol, na presenca de agua
conforme ilustrado na Figura 1 (JANSEN, 1983).

A reacdo de hidrolise é reversivel, e em condi¢6es de baixo teor de 4gua catalisam
reacOes de esterificacdo e transesterificacdo (Figura 2). Essas reacBes ocorrem na
interfase lipidio-agua, formando um equilibrio entre os estados monomeéricos, miscelar
emulsificados (GUPTA et al., 2004). Essas enzimas estdo amplamente distribuidas na
natureza podendo ser encontradas em animais, plantas e micro-organismos (OLSON et
al., 1994).
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Figura 1: Esquema das reacOes catalisadas pela enzima lipolitica.

Triacilglicerol

+H.,0 l

Diacilglicerol + Acidos Graxos Livres

+H.,0 I

Monoacilglicerol + Acidos Graxos Livres

+H,0 '

Glicerol + Acidos Graxos Livres

Fonte: Adaptada de Macrae e Hammond (1985).

Figura 2 - Representacdo esquematica das reacdes de hidrdlise, esterificacdo e
interesterificagéo catalisada por lipases.
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Fonte: Carvalho (2003).
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As lipases e esterases sdo, pela classificacdo geral, éster carboxilico hidrolases
(EC 3.1.1), ambas as enzimas catalisam a hidrolise e a sintese de ligagdes éster. As
esterases (EC 3.1.1.3, carboxil ester hidrolases) hidrolisam éster com acidos carboxilicos
de cadeia curta com <10 carbonos sollveis em agua, enquanto lipases (EC 3.1.1.1
triacilglicerol hidrolases) preferem acilglicerideos de cadeia longa, ou seja, com >10
atomos de carbono, insollveis em meio aquoso. Entretanto, a maioria das lipases séo
perfeitamente capazes de hidrolisar os substratos de cadeia de carbono pequena (KIM et
al.,, 2007). Estas enzimas lipoliticas sdo as duas maiores classes de hidrolases e
apresentam as mesmas estruturas tridimensionais — dobra caracteristica o/ das
hidrolases. Apesar de apresentarem a mesma triade catalitica das serino-hidrolases e o
mecanismo de hidrolise, ou formacao de éster, ser essencialmente iguais. Algumas lipases
diferem das hidrolases por apresentarem um fendmeno chamado ativacéo interfacial, no
qual ocorre um aumento da atividade catalitica, observada apenas na presenca de
superficies insollveis, o que as difere das esterases (BORNSCHEUER, 2002).

3.3.2. Protease

As proteases (peptidases ou hidrolases) sdo macromoléculas compostas de uma
ou mais cadeias polipeptidicas, com sequéncias caracteristicas de aminoacidos, unidas
por ligacdes peptidicas. Sdo enzimas que catalisam a reacdo de hidrolise das ligacdes
peptidicas existentes em molécula de proteina, dando origem a peptideos menores e
amino&cidos livres (NELSON; COX et al., 2011) (Figura 3).

Figura 3: Hidrdlise de uma ligacao peptidica.

Aminoacido(1) Aminoacido(2)

Dipeptideo
Fonte: Souza, 2015b.
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Essas enzimas sdo divididas em endopeptidases (EC 3.4.21-99), atuando
preferencialmente nas regides internas da cadeia polipeptidicas. J& as exopeptidases (EC
3.4.11-19) atuam somente nos finais das cadeias polipeptidicas nas regides N ou C
terminal, removendo um Unico aminoacido, um dipeptideo ou um tripeptideo de uma ou
outra regido terminal. Estas também podem ser classificadas de acordo com a faixa de
pH: &cidas (pH 2,0-6,0), neutras (pH 6,0-8,0) e alcalinas (pH 8,0-13,0) (VERMELHO et
al., 2008).

3.4. IMPORTANCIA BIOTECNOLOGICA DAS ENZIMAS NA INDUSTRIA

A biotecnologia consiste hoje em um dos campos mais promissores de tecnologias
mundiais, sendo a tecnologia enzimatica o grande destaque. Os altos custos de enzimas
purificadas disponiveis comercialmente incentivam pesquisas nesta &rea. Mais de 4000
enzimas sao conhecidas, e aproximadamente 200 sdo utilizadas comercialmente, sendo a
grande maioria de origem microbiana. Cerca de 75 % das enzimas industrializadas séo
hidrolases e, destas, 90 % sdo produzidas por micro-organismos por meio de processos
fermentativos. Depois das proteases e carboidrases, as lipases constituem o terceiro maior
grupo de enzimas, em vendas no mundo (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001).

As enzimas sdo utilizadas na Biologia Molecular e na Biomedicina (EL TAYAR
et al., 1991), no desenvolvimento de metodologias analiticas, na fabricacdo de produtos
tecnoldgicos e no tratamento de residuos (ITOH et al., 1990). Sdo bastante ativas e
versateis, ndo requerem altas temperaturas e valores extremos de pH e executam uma
variedade de transformacGes de modo seletivo e rapido em condi¢bes brandas de reacao,
0 gue torna altamente desejavel o seu uso como catalisadores. Geralmente, 0s processos
industriais que empregam enzimas sdo relativamente simples, faceis de controlar,
eficientes energeticamente e requerem investimentos de baixo custo (COLEN, 2006).

As lipases sdo utilizadas em diversos campos de aplicacdo, devido as suas
caracteristicas biocataliticas. As aplicacdes industriais das lipases envolvem os setores de
alimentos, quimica fina, tratamento de residuos, couro, cosméticos, farmacéutico,
médico, ainda para producédo de biodiesel e novos materiais poliméricos (BURKERT et
al., 2004; KUMAR et al., 2005). Diversas técnicas tém sido desenvolvidas e aprimoradas
para a obtencdo de maiores rendimentos de producédo, além de enzimas mais robustas e

altamente especificas para cada tipo de aplicacdo, ampliando as possibilidades de
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aplicacdes industriais destes biocatalisadores (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003). As
lipases sdo usadas como biocatalisadores versateis na quimica organica moderna,
especialmente na modificacdo de gorduras e outros lipidios via hidrolise, esterificacdo e
interesterificacdo, como na obtencéo de acidos graxos especificos ou glicerideos de 6leos
vegetais. A seletividade da lipase ao substrato € uma propriedade determinante na
aplicacdo. Assim, a caracterizacdo da enzima em relagdo a seletividade de seu substrato
como diferentes triglicerideos, metil ésteres e 6leos e gorduras, torna-se fundamental para
aplicacdo destes biocatalisadores (BRADOO et al., 2002; KUMAR et al., 2005). A Tabela
5 sintetiza as principais aplicacdes das lipases em diferentes segmentos considerando as

reagdes de hidrolise e a esterificacao.

Tabela 16: Aplicagdes industriais das lipases.

Inddstria | Aplicagdes Produtos
Hidrolise
, o . Desenvolvimento de
Alimentos Hidrdlise da gordura do leite . I )
= flavour” licteos
e . Acidos graxos, mono
Hidrdlise de dleos e corduras L=
= diglicerideos;
. o Reagentes para andlise
o Biorremediagio
Quimica ) de gordura
Tratamento efluente gorduroso = _
. . = Biossurfactantes
Anilise de dcidos graxos de Reducio sélidos
TGC £H0 SOTAo:
Quimica Remocio de manchas de Detergentes (roupas e
{detergentes) oorduras superficies)
. 1 Andlise de triglicérides do ) . .
Médica = Kits de diagnastico

Earmacéutica,

sangue

Hidrdlise estéreo-especifica

Resolucdo misturas

agroquimica racémicas
Esterificacio
Compostos quirais
intermedidrios:
terapéutico; Esteres e
Juimica emulsificantes;

{quimica fina)

Alimentos,
(Quimica,
Earmacéutica

Sintese de ésteres

Transesterificacio (Oleos
naturais)

“Flavour”, Fragriincia
para cosméticos;
Agroquimicos,
herbicidas.

Oleos e gorduras:
andlagos de manteiga
de cacau, Biodisel
Poliésteres
biodegradiveis,

Téxtil Sintese de poliésteres =, -
! poliesteres aromaticos, fibras
sintéticas.
; . . Aromas para alimentos
Alimentos Sintese de ésteres > P

e bebidas

Fonte: RIGO, 2009.
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As proteases pertencem a um dos grupos mais importantes de enzimas hidroliticas
industriais, com diversas aplicagdbes no campo comercial, representando
aproximadamente 40 % da venda total mundial de enzimas. Tal importancia econdmica
justifica o interesse gerado pela busca por micro-organismos capazes de influenciar
favoravelmente o0s processos e produtos de interesse econdmico. As proteases
microbianas sdo importantes porque atuam sobre diversos substratos especificos,
podendo ser usadas em diversas areas de bioquimica e biotecnologia (RAO et al., 1998;
POZA et al.,, 2001; BARATA et al., 2002). Suas aplicacbes compreendem diversos
setores, como na industria de alimentos, detergente, couro, produtos farmacéuticos, seda,
para a recuperacdo de prata a partir de filmes de raios-X usados e digestéo de residuos,
bem como na elucidacdo estrutural de proteinas, enquanto que as suas capacidades de
sintese sdo utilizadas para a sintese de proteinas (GUPTA; BEG; LORENZ, 2002; ABIDI
etal., 2011; SAVITHA et al., 2011).

Nas industrias biomédica, farmacéutica e cosmética, as enzimas proteoliticas sdo
amplamente utilizadas. A queratinase, na hidrélise de proteinas fibrosas e insoluveis, na
remocao de queratina no tratamento da acne ou psoriase, na remocdo de calosidade
humana e degradacédo de pele queratinizada, na depilacdo, na preparacdo de vacina para
a terapia de dermatofitose, e no tratamento de micoses causadas por fungos dermatofitos.
Além disso, queratinases podem agir na remoc¢do de cicatriz e regenerar os epitélios,
acelerar os processos de cura, e também na medicina de trauma (VIGNARDET et al.,
2001; CHAO et al., 2007; BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL, 2010).

Na induastria de alimentos, suas aplicacGes sdo desde a fabricacdo de cerveja,
trituramento de cereais, na clarificacdo de cerveja, no processo de coagulagao do queijo,
na panificacdo e na producao de hidrolisados de proteina (WARD, 2011). Também sdo
utilizadas na diminuicéo da turbidez resultante das proteinas de sucos de frutas e bebidas
alcodlicas, na melhoria da qualidade de alimentos ricos em proteinas, na preparacdo de
hidrélisados de proteina de soja, de gelatina e caseina, na recuperacdo de proteina de carne
e no amaciamento da carne (TOMAR; KUMAR; JAGANNADHAM, 2008; KUMARI;
SHARMA; JAGANNADHAM, 2012).

Na industria de detergentes, atuam melhorando a remocdo de manchas dificeis,
quando incluidos em sua formula (HMIDET et al., 2009). Enquanto na industria do couro,
auxiliam no tratamento do couro, na remocéo de pelos de animais. Evitando assim uso de
produtos quimicos perigoso envolvidos na imersdo, depilacdo e purga (ZAMBARE;
NILEGAONKAR; KANEKAR, 2011).
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Genética Molecular e
Biotecnologia Vegetal (Centro de Biotecnologia/CBIOTEC/UFPB) e Laboratério de
Biologia de Micro-organismos - BIOMICRO (Centro de Ciéncias Exatas e da
Natureza/DBM/UFPB).

4.1. LOCAIS DA COLETA DOS ISOLADOS FUNGICOS

A coleta foi realizada no complexo de Laboratorios de Anatomia do Departamento
de Morfologia, Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa-PB. Foram coletadas amostras fungicas do ambiente e das superficies das pecas
anatdmicas. Para a realizacdo da coleta de fungos do ar do Laboratério de Anatomia trés
placas contendo meio de cultura agar-Sabouraud-dextrose foram expostas durante um
periodo de 5 minutos em dois ambientes (sala de aulas préaticas e de formolizacdo). As
amostras das pecas anatbmicas que apresentavam sinais visiveis de contaminacéo fungica
foram coletadas com o auxilio de cotonetes estéreis. Em seguida, as placas foram lacradas
e incubadas a temperatura ambiente por um periodo de 10 dias, e posteriormente foi

realizado o isolamento das diferentes col6nias fangicas.

4.2. CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

4.2.1. lsolamento e Manutencao das linhagens fungicas

Para o isolamento foi utilizado o meio comercial para crescimento das colonias
fangicas agar-Sabouraud-dextrose, constituido de peptona (10 g/L), dextrose (40 g/L),
agar (15 g/L) e pH 5,6. O meio foi autoclavado durante 15 minutos a 121 °C.

Para manutenc&o os isolados foram repicados em tubos de ensaio contendo meio
agar-Sabouraud-dextrose, e incubadas a temperatura ambiente durante 15 dias. Apds o

cultivo os isolados foram mantidos sob refrigeracéo a 4° C.
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4.2.2. Culturaem laminula

Fragmentos dos isolados fangicos foram inoculados em quatro pontos distintos
sobre 0 meio de cultura agar-Sabouraud-dextrose contidos em placas de Petri e coberto
com uma laminula previamente flambada. Apds 24 horas de incubacédo, as laminulas
foram tiradas e colocadas invertidas sobre uma lamina contendo o corante azul de metil
e observada ao microscopio dptico para identificacdo dos diferentes isolados fungicos. O
experimento foi conduzido por 96 horas.

4.2.3. ldentificacdo dos isolados fungicos

A andlise foi feita mediante a avaliacdo dos dados macroscépicos, obtidos a partir
da observacdo direta da col6nia fangica e dos dados microscopicos com o auxilio do
microscopio oOptico e referéncia bibliografica (ALEXOPOULOS et al., 1996; LACAZ,
MARTINS, 1998; BUCKINGAHAAM; HANSELL, 2003).

4.3. TESTES DE SENSIBILIDADE DOS DIFERENTES ISOLADOS FUNGICOS
AO FORMOL

4.3.1. Teste de viabilidade dos conidios fungicos

A avaliagdo da resisténcia dos conidios foi realizada em diferentes concentragdes
de formol (10 %, 12 %, 15 %, 17 % e 20 %) diluido em &gua destilada autoclavada. Uma
suspensdo de 108 conidios/mL™ mais Tween 1 % foi adicionada em cada concentragdo do
formol por um periodo de 5 minutos. Em seguida, 100 ul dessa suspenséo foi inoculada
em meio de cultura agar-Sabouraud-dextrose e espalhada de forma homogénea com uma
alca de Drigalski. A avaliacdo do crescimento dos diferentes isolados fungicos foi
realizada durante 10 dias em temperatura ambiente. Foi realizada em experimento com
trés repetices e um grupo controle. Para este, utilizou-se apenas agua destilada e Tween

para eluir os conidios.
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4.3.2. Teste de crescimento e resisténcia das colbnias

Foi utilizado o meio sélido de Batata-Dextrose-Agar (BDA) comercial contendo
uma Infusdo de batata (200 g/L), dextrose (20 g/L, agar (15 g/L) e pH 5,6 + 0,2. O meio
foi autoclavado durante 15 minutos a 121 °C e posteriormente adicionado as
concentragdes de formol, 10 %, 12 %, 15 %, 17 % e 20 %. Um disco de 8 milimetros
(mm) do micélio dos fungos foi incubado no meio de cultivo contendo diferentes
concentracdes de formaldeido (10 %, 12 %, 15 % ,17 % e 20 %). Foi realizado o
experimento em duplicata e um grupo controle, durante um periodo de 30 dias de

incubacéo a temperatura ambiente.

4.3.3. Teste de resisténcia quanto a germinacao dos conidios

Seguindo a metodologia adaptada de Przybysy et al. (2009), foi utilizado meio
Sabouraud liquido, contendo dextrose (40 g/L), peptona (10 g/L) e pH 5,6 £ 0,2. O meio
foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Distribuido aos tubos e
adicionando-se 1 %, 5 % e 10 % de formol. Foi incubado uma medida de 1 cm? de
conidios dos isolados em tubo contendo Sabouraud liquido suplementado com diferentes
concentracdes de formaldeido. Foi realizado o experimento em duplicata e um grupo
controle. O experimento foi avaliado durante 15 dias de incubagdo a temperatura

ambiente.

4.4. AVALIACAO DA CAPACIDADE DE PRODUCAO DE ENZIMAS
EXTRACELULARES

Um disco de 8 mm do micélio fungico foi utilizado para a analise de producéo
de enzimas hidroliticas, nos respectivos meios em duplicata.
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4.4.1. Analise qualitativa da producdo de protease em meios solidos

44.1.1. Meio com gelatina

Foi utilizado, de acordo com Smibert e Krieg (1994), um meio para hidrdlise de
gelatina, contendo gelatina (20 g/L), NaCl (0,1 g/L), K2HPO4 (0,5 g/L), MgS04.7H,0
(0,2 g/L), FeSO4 (traco), CaCl2.6H20 (0,19 g/L), agar (15 g/L) e pH 7,0 £ 0,2. O meio
foi autoclavado a 121° C por 15 minutos e posteriormente distribuidos em placa. Apds
trés dias de incubagcdo em temperatura ambiente, foi medido o halo transparente de
hidrélise de gelatina em torno da coldnia, apés a adigdo da solucgéo de Frazier (HgCl, -12

g, HCL concentrado — 16 mL e agua destilada — 80 mL).

44.1.2. Meio com caseina

Foi utilizado um meio para a hidrélise da caseina adaptado de Cruz (1981),
contendo leite em p6 desnatado (100 g/L), agar (15 g/L) e pH 7,0 £ 0,2. O meio foi
autoclavado a 121 °C por 15 minutos e posteriormente adicionado o leite esterilizado,
para ndo haver desnaturacdo das proteinas e em seguida distribuido em placas de Petri.
Ap0ds trés dias de incubacdo em temperatura ambiente, foi medido (mm) a formacédo de

halo translucido esbranquicado de hidrdlise de caseina em torno da colénia.

4.4.2. Analise qualitativa da producao de lipase em meio sélido

4.4.2.1 Meio com tributirina

Foi utilizado um meio para a hidrolise de tributirina adaptado de Cruz (1981),
contendo tributirina (10 mL/L), peptona (5 g/L), extrato de levedura (3 g/L), &gar (15 g/L)
e pH 7,0 £ 0,2. O meio foi autoclavado a 121° C por 15 minutos e posteriormente
distribuidos em placas de Petri. Apds trés dias de incubacdo em temperatura ambiente,

foi medido (mm) a formacao de halo translucido ao redor da colénia.
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442.1. Meio rodamina B

Foi utilizado um meio de cultura para a hidrélise de lipidio contendo caldo
nutriente (HiMedia) (6,0 g), extrato de levedura (1,25 g), agar (10 g), &gua destilada (450
mL) e pH 7,0 £ 0,2 (KOUKER; JAEGER, 1987). O meio foi autoclavado a 121 °C por
15 minutos.

A emulsao lipidica foi constituida de 6leo de girassol (30 mL), &gua destilada (50
mL), Tween 80 (250 ul) e pH 7,0 £ 0,2. A solucédo de rodamina B (rodamina B — 0,050 g
e agua destilada autoclavada 50 mL) foi preparada e esterilizada por filtracdo por
membrana. Adicionou-se 20 mL da solucdo de rodamina B estéril na emulsdo com 6leo
de girassol e misturou-se suavemente. Em seguida, adicionou-se 50 mL da solucdo
rodamina B + emulsdo em 450 mL do meio bésico, misturou-se e distribuido
imediatamente em placa de Petri. Incubado por trés dias em temperatura ambiente. Foi
observado a producdo de lipase através da irradiacdo das placas com luz UV de 350

nanémetro (nm).

45. DETERMINACAO DO INDICE ENZIMATICO

A determinacgdo enzimatica foi expressa como indice enzimatico (IE), mediante a
relacdo do didmetro médio do halo de degradacdo e o didmetro médio da col6nia (mm)
(HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975); segundo a féormula abaixo:

IE= didmetro do halo

diametro da col6nia

Dessa forma, os isolados que exibirem os maiores IE nos meios de cultivo, sdo 0s que

possuem maior atividade enzimética extracelular (OLIVEIRA et al., 2006).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

Foram obtidos 13 isolados de fungos filamentosos das pecas anatdmicas e do ar
do Laboratério de Anatomia (UFPB). Nos géneros caracteristicos que estavam
colonizando as pecas anatdmicas e 0 ambiente do complexo de Laborat6rios de Anatomia,
como também averiguar quais destes isolados estavam presentes, exclusivamente, no

ambiente e nas pecas anatdmicas ou em ambos setores (Tabela 6).

Tabela 17: Locais de isolamento dos fungos filamentosos.

Cadigo Isolados Ambiente Pecas anatomicas
A01 Acremonium sp. + -
B02 Penicillium sp. + -
C03 Penicillium sp. + -
D04 Trichophyton sp. + -
EO5 Penicillium sp. - +
FO6 Blastomyces sp. - +
GO7 Aspergillus niger + +
HO08 Aspergillus sp. + +
109 Penicillium sp. - +
J10 Trichophyton sp. - +
K11l Trichophyton sp. + -
L12 Penicilliun sp. + -
M13 Xylohypha sp. + -

Fonte: Autor, 2015.

Para identificar o género dos isolados fingicos que estavam colonizando as pecas
anatémicas conservadas em solucdo de formol a 10%, realizou-se analises macroscopicas dos
caracteres fenotipicos das col6nias e anélises microscopicas através da citologia fangica (Figura

4,5 e 6). Dentre os géneros e espécies isolados estdo (Tabela 7).

40



Tabela 18: Numero de isolados dos diferentes géneros.

Géneros Numero de isolados
diferentes por género
Acremonium 1
Penicillium 5
Trichophyton 3
Blastomyces 1
Aspergillus 2
Xylohypha 1

Fonte: Autor, 2015.

As colbnias de Acremonium sp. apresentaram crescimento lento e uma
pigmentacdo branca-acinzentada de textura aveludada. Microscopicamente as hifas eram
cenociticas e hialinas, e produziam fidlides simples. Os conidios eram unicelulares e
agregados com cabeca viscosas no apice de cada fidlide. As colnias de Penicillium spp.
apresentaram um crescimento rapido e uma coloragdo verde-azulada com bordas
esbranquicada, de textura aveludada a arenosa. Microscopicamente as hifas cenociticas e
ramificadas, com cadeias de conidios longas dispostos nos conidiéforos. As col6nias de
Trichophyton spp. apresentaram crescimento moderado e uma pigmentacdo
esbranquicada, de textura algodonosa. Microscopicamente as hifas cenociticas e
ramificadas, com microconidios redondos dispostos em cachos. Os isolados de
Blastomyces sp. apresentaram crescimento rapido e exibiu uma coloracdo branca de
textura glabosa. Microscopicamente as hifas hialina e cenocitica, com conidios ovais
ligados a conidi6foros curtos. O género Aspergillus. apresentou crescimento rapido e uma
coloracdo verde-liméo (Aspergillus sp.) e outras eram negras (A. niger), ambos de textura
arenosa. Microscopicamente, os fungos apresentaram hifas septadas e remificadas, com
fialides formadas em cima de vesiculas inchadas no final de um conidiéforo longo. As
colonias de Xylohypha sp. apresentaram crescimento muito lento e uma pigmentagéo
cinza escuro com uma textura aveludada. Microscopicamente, evidenciou hifa septada e

conidios formando cadeias onduladas.
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Figura 4: Macro e microscopia dos fungos filamentosos. Acremonium A0l (Al
frente, A2 verso, A3 morfologia); Penicillium B02 (Bl frente, B2 verso, B3
morfologia); Penicillium CO03 (C1 frente, C2 verso, C3 morfologia); Trichophyton
D04 (D1 frente, D2 verso, D3 morfologia).

Fonte: Autor, 2015.
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Figura 5: Macro e microscopia de fungos filamentosos. Penicillium EO5 (E1 frente,
E2 verso, E3 morfologia); Blastomyces F06 (F1 frente, F2 verso, F3 morfologia);
Aspergillus niger G07 (G1 frente, G2 verso, G3 morfologia); Aspergillus HO8 (H1
frente, H2 verso, H3 morfologia).

Fonte: Autor, 2015.
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Figura 6: Macro e microscopia de fungos filamentosos. Penicillium 109 (11 frente, 12
verso, I3 morfologia); Trichophyton J10 (J1 frente, J2 verso, J3 morfologia);
Trichophyton K11 (K1 frente, K2 verso, K3 morfologia); Penicillium 1.12 (L1 frente,
L2 verso, L3 morfologia); Xylohypha M13 (M1 frente, M2 verso, M3 morfologia)
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Fonte: Autor, 2015.
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Apo0s identificacdo dos géneros, pode se observar a presenca de isolados de

Penicillium sp. e Aspergillus sp. tanto no ambiente quanto nas pegas anatdmicas. Esses

dois grupos de fungos sdo considerados oportunistas pertencentes ao Phylum

Ascomycota, 0 maior Phylum de fungos, que inclui quase 50 % de espécies fungicas

conhecidas que podem causar alergias ao homem e aos animais (GUARRO et al., 1999).

5.2.

AVALIACAO DA VIABILIDADE DOS CONIDIOS AO FORMOL

diferentes concentragdes de formol. Os resultados estéo ilustrados na Tabela 8.

A resisténcia dos conidios dos diferentes isolados fungicos foi avaliada em

Tabela 19: Teste de viabilidade de conidios fungicos em diferentes concentracGes de

formol.
Cddigo Isolados Controle Formol Formol Formol Formol Formol
10 % 12 % 15 % 17 % 20 %
A0l Acremonium sp. + - - - - -
BO2 Penicillium sp. + - - - - -
Co03 Penicillium sp. + + + - - -
D04 Trichophyton sp. + + - - - -
EO5 Penicillium sp. + - - - - -
F06 Blastomyces sp. + - - - - -
GO7 Aspergillus niger + + + = - -
HO8 Aspergillus sp. + - - - - -
109 Penicillium sp. + + - - - -
J10 Trichophyton sp. + - - - - -
K11 Trichophyton sp. + - - - - -
L12 Penicilliun sp. + - - - - -
M13  Xylohypha sp. + - - - - -

-, Nao houve crescimento; +, houve crescimento. Fonte: Autor, 2015.
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Observou-se gque os esporos de Trichophyton D04, A. niger G07, Penicillium C03
e Penicillium 109 ndo perdeu viabilidade na presenca de formol a 10 %. Foi constatado
também que a viabilidade dos esporos se manteve em Penicillium C03 e A. niger GO7 na
concentracdo de 12 % de formol. Sugerindo que 0s esporos permaneceram viaveis quando
submetidos as concentracdes de 10 % e 12 %, por 5 minutos. Vale ressaltar que estudos
semelhantes apresentaram resultados diferentes, nos quais constataram que mesmo a
baixas concentracdes de formaldeido os fungos avaliados no estudo ndo apresentaram
esporos viaveis (PRZYBYSZ et al., 2009).

Os cadaveres acometidos pelos fungos avaliados no estudo estavam conservados
em formol na concentracdo 10 % e apds este estudo inferiu-se que a concentracdo de 10

% de formol é ineficiente para inibir a viabilidade de algumas espécies fungicas.

O isolamento dos diferentes fungos do ambiente e das pecas anatdbmicas
conservadas a 10 % no complexo de Laboratérios de Anatomia Humana é um fato que
deve ser tratado com cautela, visto que as consequéncias adversas a salde que a exposicao
a esse agente pode causar, quando encontrado contaminando ambientes fechados
(MEKLIN et al., 2002). Espécies do género Aspergillus sdo frequentemente encontradas
em ambientes fechados (ENGELHART et al., 2002), e podem levar ao desenvolvimento
de doencas e alergias como infec¢des broncopulmonares, sinusite, aspergiloma, micoses,
infeccdes oculares, cardiovasculares, do sistema nervoso, epiderme, infecgdes 0sseas e
aspergiloses invasivas (ANDRE et al., 2000; MALCOLM, 2005; MURRAY et al., 2014).

O género Acremonium ja foi identificado como causador de infeccdo oportunista
ndo comum em paciente imunocomprometido (PASTORINO et al., 2005), infeccGes
cardiovasculares (endocardite) e disseminacdo hematogénica (MURRAY, 2014).
Espécies do género Penicillium ja foram catalogadas como relacionadas a infec¢bes
pulmonares, podendo-se citar a Peniciliose causada pelo P. marfennei, sendo mais
comum em portadores do adenovirus causando morte e tendo alta prevaléncia na Asia
(LE et al., 2011). O género Trichophyton estd comumente associado & dermatomicoses
(MURRAY, 2014). A patologia mais comum relacionada ao género Blastomyces é a
blastomicose flngica causada pelo B. dermatidis que acomete 0ssos e epiderme
(MURRAY, 2014). E o género Xylohypha esta também associado a abcessos cerebrais
ndo comuns causados por X. bantiana (LEE et al., 2003).
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A partir dos nossos resultados, podemos inferir que os fungos presentes nas pecas
anatomicas conservadas em solugdo de formol a 10 %, ndo morreram quando ficam
submersos na solucdo dentro das cubas, mas, podem estar num estado de dorméncia.
Porém quando as pecas sdo retiradas das cubas e ficam expostas sobre as bancadas por
periodos indeterminados, enquanto os estudos séo efetuados, o formol das pecas comeca
a evaporar, diminuindo sua concentracao e ai os conidios dos fungos podem germinar,
contaminando assim o ambiente do laboratério, proporcionando desta forma, um risco a

salide dos ocupantes.

53. AVALIACAO DO CRESCIMENTO FUNGICO EM MEIO SOLIDO
CONTENDO DIFERENTES CONCENTRACOES DE FORMOL

Os isolados pertencentes aos géneros de Trichophyton, Aspergillus e Penicillium
que apresentaram viabilidade na presenca do formol a 10 % e 12 % foram testadas em
meio so6lido contendo diferentes concentragGes de formol para avaliagdo do crescimento
vegetativo e resisténcia (Tabela 9).

Tabela 20: Avaliagédo do crescimento e resisténcia dos fungos em meio de cultura
solido contendo formol.

Crescimento e resisténcia dos isolados

Cddigo Isolados Controle 10% 12% 15% 17% 20%

C03 Penicillium sp.
D04 Trichophyton sp.
GO07 Aspergillus niger
HO08 Aspergillus sp.

109 Penicillium sp. + - - - - -
- Auséncia de crescimento; + Presenca de crescimento. Fonte: Autor, 2018.

+ + + +
1
1
1
1
1

Notou-se que ndo houve crescimento fungico em meio de cultura a 10 % de
formol. A partir desses dados, podemos inferir que os fungos quando entram em contato
com um substrato contendo formol, eles tém o seu crescimento vegetativo inibido

entrando no estado de dorméncia.
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Na tentativa de reduzir o desenvolvimento de micro-organismos nas pecas
anatdmicas, pode-se sugerir a partir dos nossos resultados, a troca regular periddica da
solucdo de formaldeido. A ANVISA regulamenta o uso do formaldeido para conservagao
de pecas bioldgicas nas concentracfes de até 10 %. Acima dessa concentracdo, o
formaldeido torna-se toxico a saude humana dos profissionais e estudantes da area da
salde que inevitavelmente entrardo em contato com o material de forma direta. Entre os
efeitos adversos da contaminacgéo direta com o formaldeido estdo o desenvolvimento do
cancer, debilitacdo da visdo, aumento do figado (ANVISA, 2005) e irritacdo das mucosas
(LORENZINI, 2003). Sendo assim, pode-se sugerir a utilizacdo de outros conservantes
que possuam uma ac¢ao antimicrobiana superior ou igual ao formaldeido e que conservem
as pecas anatdmicas como alcool etilico e glicerina (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2004).

A qualificacdo da méo de obra dos profissionais é importante, ressaltando a
necessidade de cuidados basicos como higienizacdo das maos, uso de antimicrobianos em
bancadas e outros instrumentos como o uso adequado de vestimentas prdprias para 0s

servigos como luvas, mascaras e jalecos descartaveis (MURRAY, 2014).

5.4. AVALIACAO DA RESISTENCIA QUANTO A GERMINACAO DOS
CONIDIOS EM MEIO LIQUIDO CONTENDO DIFERENTES CONCENTRACOES
DE FORMOL

Os isolados pertencentes aos géneros de Trichophyton, Aspergillus e Penicillium
que apresentaram viabilidade na presenca do formol a 10 % e 12 %, foram testados quanto
a germinacdo dos conidios em meio Sabouraud liquido. Os resultados demonstraram que
os isolados pertencentes ao género Aspergillus HO8 e Penicillium 109 foram capazes de
se desenvolver no meio Sabouraud liquido contendo 1 % de formaldeido, no periodo de
15 dias (Tabela 10).

Tabela 21: Teste de resisténcia dos conidios ao formol em meio Sabouraud liquido.

Teste de resisténcia formol (conidios/meio liquido)

Cadigo Isolados Controle 1% 5% 10 %
Co03 Penicillium sp. + - - -
D04 Trichophyton sp. + - - -
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GO07 Aspergillus niger + - - -
HO08 Aspergillus sp. + + - -

109 Penicillium sp. + + - -
- Auséncia de crescimento; + Presenca de crescimento. Fonte: Autor, 2018.

Segundo Yu et al. (2015) o género Aspergillus tem habilidade de degradar o
formaldeido sob diferentes condi¢des de substrato. As linhagens Aspergillus HUA (YU
et al., 2015) e Trichoderma virens BDF002 (SAWADA et al., 2006) foram capazes de
crescer na presenca de até 2,400 mg/L-t de formaldeido. Trichoderma virens BDF002
obteve um crescimento durante um cultivo de 10 dias, degradando até 0,6 % de
formaldeido, em uma faixa de pH de 4-9, torno de 25 °C (SAWADA et al., 2006).

Segundo Luo et al. (2014), Penicillium chrysogenum DY-F2 isolado de
sedimentos de aguas profundas do Pacifico Leste, mostrou resisténcia elevada ao
formaldeido e foi capaz de crescer na presenca de formaldeido até 3,000 mg.L* com
temperatura e pH 6timo de 25 °C e 6,0, respectivamente. O fungo foi capaz de degradar
o formaldeido como Unica fonte de carbono e energia, com a formacéao do acido formico

como intermediario.

Os isolados Aspergillus HO8 e Penicillium 109 analisados no presente estudo,
demostraram crescimento e resisténcia ao formol, se comparado com os outros isolados
citadas a cima, mas estes isolados podem ser usados em consorcio na formagéo de um

microcosmos. Podendo ser utilizado para biorremediacdo de ambientes contaminados.

5.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DOS ISOLADOS FUNGICOS

Os isolados pertencentes aos géneros de Trichophyton, Aspergillus e Penicillium
que apresentaram viabilidade na presenca do formol a 10 % e 12 %, foram testados quanto
a avaliacdo enzimatica proteolitica e lipolitica.

5.5.1. Avaliacdo qualitativa da atividade proteolitica

A producdo de protease extracelular foi verificada apos 72 horas de incubacéo,
em meio solido contendo &gar-leite ou gelatina. Dessa forma, foi possivel avaliar a

capacidade de producdo de proteases extracelulares de 5 isolados fangicos a partir da

49



degradacdo da caseina (Tabela 11) e da gelatina (Tabela 12). Apresentaram atividade
proteolitica os fungos que formaram um halo translicido e esbranquicado ao redor da

colbnia.

Dentre os fungos analisados, dois ndo formaram halo de degradacdo da caseina
Trichophyton D04 e Penicillium 109 e os isolados Penicillium C03, A. niger GO7 e

Aspergillus HO8 formaram um halo com um IE de 3,81, 3,68 e 3,93, respectivamente.

Tabela 22: Atividade proteolitica e indice enzimatico (IE) em meio de cultura agar-
leite.

indice enzimatico (IE)

Cadigo Isolados Agar-Leite (IE)
C03 Penicillium sp. 3,81
D04 Trichophyton sp. -
GO07 Aspergillus niger 3,68
HO8 Aspergillus sp. 3,93
109 Penicillium sp. -

- Auséncia de crescimento; Fonte: Autor, 2018.

Figura 7: Atividade proteolitica em meio agar-leite. C (Penicillium C03); H (Aspergillus
HO08) e G (A. niger G07).

Fonte: Autor, 2018.

Dentre os fungos produtores de proteases destacamos A. niger. Essa espécie é

bastante explorada na biotecnologia. Tem sido usada por muitas décadas para a produgao
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de enzimas extracelulares e producdo de acido citrico, sendo considerado pela FAO
(Organizacdo das NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura) um micro-organismo
GRAS (Generally Regarded As Safe). Somente de 3 a 10 % de diferentes isolados de A.
niger podem produzir Ocratoxina A (SCHUSTER et al., 2002).

Da mesma forma, Rodarte et al. (2011) avaliaram a producdo de protease de
fungos filamentosos utilizando agar-leite. Dentre os 66 isolados de fungos filamentosos
submetidos ao teste qualitativo para hidrélise da caseina, espécies do género Aspergillus,
Fusarium, Paecilomyces e Penicillium apresentaram a formacéo de halo claro ao redor
da coldnia, caracterizando-os como produtores de proteases. Dentre as espécies avaliadas,
0s autores também encontraram formacgdo de halo de hidrélise de caseina nos fungos
Fusarium solani, Paecilomyces sp., Penicillium citrinum, Penicillium crustosum,
Penicillium fellutanum (RODARTE et al., 2011).

Todos os isolados analisados formaram um halo transparente ao redor da coldnia
em meio contendo gelatina (Figura 8). Aspergillus HO8 apresentou um maior IE (5,18),
seguido do Trichophyton D04 (4,81), A. niger GO7 (3,75), Penicillium C03 (2,56) e
Penicillium 109 (2,18) (Tabela 12).

Tabela 23: Atividade proteolitica e indice enzimatico (IE) em meio de cultura contendo
gelatina.

Indice enzimatico (IE)

Cadigo Isolados Gelatina (IE)
C03 Penicillium sp. 2,56
D04 Trichophyton sp. 4,81
GO07 Aspergillus niger 3,75
HO08 Aspergillus sp. 5,18
109 Penicillium sp. 2,18

Fonte: Autor, 2018.

Mahmoud et al. (2007) analisaram o fungo Aspergillus flavus em meio contendo
gelatina (10 g/L), glicose (3 g/L), extrato de levedura (2,5 g/L), colageno bovino (10 g/L),
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temperatura de 37 °C, 6 dias de incubacdo, obtiveram extrato enzimatico com atividade

colagenolitica de 4,21 U/mL.

Figura 8: Atividade proteolitica em meio de cultura contendo gelatina. C (Penicillium
CO03); I (Penicillium 109); H (Aspergillus H08); G (A. niger G07) e D (Trichophyton D04).

Fonte: Autor, 2018.

Quanto a influéncia dos substratos (caseina e gelatina) na atividade proteolitica
dos isolados observou-se que tanta a caseina quanto a gelatina influenciara positivamente
na expressao das proteases. Sendo que este Ultimo demonstrou ser o melhor substrato
havendo a hidrdlise da gelatina por todos os isolados analisados e com IE superiores aos

encontrados no meio agar-leite (Figura 7).
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Figura 9: indice da atividade enzimatica proteolitica (caseina e gelatina). C (Penicillium
CO03); I (Penicillium 109); H (Aspergillus H08); G (A. niger GO7) e D (Trichophyton D04).

indice da atividade enzimatica
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Fonte: Autor, 2018.

O género Aspergillus apresentou maior capacidade de degradagdo da caseina e da
gelatina (Figura 9). Essa diferenca na atividade de proteases pode ser atribuida a
especificidade a fonte de carbono atribuida ao meio (gelatina e leite). Oliveira et al. (2015)
e Nascimento et al. (2015) mostraram que, para os diferentes meios de cultura utilizados,

ocorreu uma produgdo significativa na atividade da protease pelo fungo Aspergillus niger.

Dessa forma, os resultados obtidos no teste qualitativo para a selecdo de fungos
filamentosos proteoliticos também mostraram que espécies diferentes ou mesmo isolados
diferentes de uma mesma espécie podem apresentar resultados diferentes com relacéo a
producdo de proteases, ou seja, a producdo da enzima pode ser especifica para um isolado
de um género e ndo para uma determinada espécie (BRAGA; DE MORAIS; LINARDI,
1998; ADINARAYANA,; ELLAIAH, 2002; RODARTE et al., 2011).
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5.5.2. Avaliacdo qualitativa da atividade lipolitica

A producéo de lipase extracelular foi verificada apos 72 horas de incubacdo, em
meio solido contendo tributirina ou 6leo vegetal + rodamina B. Dessa forma, foi possivel
avaliar a capacidade de producdo de proteases extracelulares de 5 isolados flngicos a
partir da degradacdo da fonte lipolitica. Os isolados de Penicillium (CO03 e 109),
Aspergillus H08, A. niger GO7. e Trichophyton D04 foram avaliados quanto a capacidade
de produzir lipase em um meio contendo tributirina (Figura 10).

A avaliacdo qualitativa da producéo de lipase extracelular foi verificada apés 72
em temperatura ambiente. Os resultados mostraram que a tributirina adicionada ao meio
de cultura, ndo foi determinante para formar um halo transparente e uniforme ao redor da

col6nia. Essa caracteristica evidenciada impediu a determinacédo do IE.

Figura 10: Atividade lipolitica em meio de cultura contendo tributirina. C (Penicillium
C03); I (Penicillium 109); H (Aspergillus H08); G (A. niger G07) e D (Trichophyton D04).

Fonte: Autor, 2018.

A tributirina € um substrato oleoso composto, resultado da condensacdo do
glicerol e trés moléculas de 4cido butirico (ALDRICH, 2018). E insol(vel em &gua e sua
estabilidade depende de um emulsificador uniforme (LIMA, 1991). Portanto, o uso de
tributirina € adequada para rastreios preliminares, uma vez que esse método oferece
algumas vantagens como: medicdo facil com surgimento de uma zona clara bem definida

no meio opaco que pode ser percebida num curto periodo de incubacdo; medigdo da
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atividade durante o crescimento do cultivo; além de ser um método sensivel pela detecgédo
da hidrélise em baixas atividades (LIMA, 1991). Entretanto, como esse substrato detecta
a hidrolise tanto de esterases, quanto de lipases, novos ensaios com meio de cultura
suplementado com dleo de oliva tém sido empregados na busca por coldnias lipases-
positivas (HUBE et al., 2000; KIM et al., 2007).

A avaliacdo qualitativa da producao de lipase extracelular foi verificada apds 72
horas de cultivo de cada um dos isolados em meio de cultura sdlido contendo rodamina
B, acrescido de 6leo de girassol como fonte de carbono (Figura 11). Foram considerados
produtores de lipase extracelulares os isolados que apresentaram fluorescéncia amarelo-
alaranjado enquanto as negativas acumulam rodamina B (formando col6nias rosadas),

mas ndo apresentam fluorescéncia.

Figura 11: Atividade lipolitica em meio de cultura sélido contendo rodamina B. C
(Penicillium C03); I (Penicillium 109); H (Aspergillus H08); G (A. niger G07) e D
(Trichophyton D04).

Fonte: Autor, 2018.

Todos os isolados analisados mostraram-se ativos, pois formaram halos
fluorescentes ao redor das coldnias apds irradiacdo das placas com luz UV (365 nm),

formaram um halo fluorescente amarelo-alaranjado, a partir da hidrélise de acidos graxos.

A atividade lipasica € comumente medida pelo monitoramento da liberagdo de
acidos graxos ou glicerol a partir do triacilglicerol; e o uso de meio sélido com substratos

indutores como 0leos vegetais, triglicerideos padrdes (tributirina, trioleina), Tween 80 e
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corantes tem sido fartamente descrito na literatura, visando a pré-selecdo de
microrganismos produtores de lipases (SANDOVAL; MARTY, 2007).

Segundo Jaeger et al. (1994) e Gongalves (2007), na presenga do substrato
enzimatico, 0s microrganismos expressam as enzimas lipases, que sao excretadas para o
meio extracelular e hidrolisam os triglicerideosdo em acidos graxos e glicerol. Os acidos
graxos uma vez formados, se complexionam com o reagente colorimétrico Rodamina B,
formando halos fluorescentes ao redor das col6nias apds irradiacdo das placas com luz
UV (365 nm). No meio sem o substrato enziméatico ndo ocorre formagdo de halos

fluorescente, pois ndo ha expressdo da enzima.

Estudos realizados por Bhavani et al. (2012) verificaram que a temperatura e o
periodo de incubacédo dos microrganismos isolados compreendem fatores importantes que

influenciam na producéo de lipase e consequentemente na atividade lipolitica.

A utilizacdo de meios sélidos para a deteccdo de atividade lipolitica de fungos
filamentosos, é necessario que se leve em conta variagdes de resultados, de acordo nao
somente com o isolado, mas também com a composi¢do do meio de cultura utilizado e as
condicdes de cultivo, como as fontes de carbono e nitrogénio, pH e temperatura.
Dificuldades podem advir também do tempo de crescimento das col6nias em algumas
espécies, atividade lipolitica em outras e da possibilidade de reagdes de corantes com
metabolitos ndo enzimaticos (COLEN; JUNQUEIRA; MORAES-SANTOS, 2006;
SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012).
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CONCLUSOES

A partir do isolamento de fungos filamentosos de ambiente e pecas anatbmicas,
foi possivel identificar a nivel de género 13 isolados, pertencentes a 6 géneros
distintos: Acremonium, Penicillium, Trichophyton , Blastomyces, Aspergillus e
Xylohypha.

Os isolados de A.niger GO7., Penicillium (C04 e 109). e Trichophyton D04
conseguiram manter-se viaveis apos tratamento com formol nas concentracdes de
10e 12 %.

Houve inibicdo do crescimento de Aspergillus H08, A. niger G07, Penicillium
(C03 e 109) e Trichophyton D04 quando cultivado em meio s6lido contendo
formaldeido.

Os conidios dos isolados de Aspergillus HO8 e Penicillium 109, foram capazes de
manter-se viaveis e se desenvolverem em meio Sabouraud liquido contendo 1 %
de formaldeido, no periodo de 15 dias.

A producdo de proteases por fungos filamentosos foi observada nos meios
gelatina e agar-leite, sendo que 0 meio gelatina demostrou ser mais eficiente para
caracterizar a producdo de enzimas proteoliticas, apresentado um indice
enzimatico superior.

O meio com oOleo vegetal e rodamina B foi mais eficiente que a tributirina
adicionada ao meio de cultura sélido para caracterizar a atividade lipolitica.

Os fungos filamentosos isolados das pecas anatdbmicas e do ambiente
demonstraram uma resisténcia ao formaldeido bem como a producéo de enzimas

extracelulares.
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