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Resumo

O desenvolvimento de fungos filamentosos em ambientes fechados é causa crescente de
preocupacdo, pois esta relacionado diretamente a problemas adversos de salde.
Mediante a essa preocupacao, este trabalho teve por objetivo isolar e identificar os
fungos filamentosos encontrados em laboratérios de anatomia humana, onde a
proliferacdo dos mesmos encontrava-se visivel nas pegas anatbmicas conservadas em
solucdo de formol a 10%; bem como, analisar a resisténcia dos isolados em diferentes
concentragdes de formaldeido avaliados através do método 3-(4,5-Dimetil-2-Tiazil)-2,5-
Difenil-2H-Tetrazdlio Bromide (MTT). As amostras foram coletadas diretamente nas
pecas anatémicas mediante técnicas assépticas e foram processadas em meio de cultura
ndo seletivo. Para a identificacdo das amostras foram feitas analises macroscopicas das
col6nias mediante observacdo direta e andlises microscopicas das estruturas dos fungos
isolados. Para analisar a resisténcia dos isolados a diferentes concentragbes de
formaldeido, inicialmente foi feita a coleta e a inoculagdo dos conididsporos em
diferentes concentragdes de formaldeido por um periodo de 48 horas. Apds o periodo de
exposicdo a analise foi feita mediante a leitura dos derivados de formazan com um leitor
de ELIZA, Spectra Count™ PACKARD, usando um comprimento de onda de
absorbéancia de 570nm. Todos os isolados apresentaram caracteristicas macroscopicas e
mi croscopicas semelhantes ao género Aspergillus e a espécie Aspergillus versicolor, um
fungo encontrado comumente em ambientes fechados. O resultado da andlise do MMT
demonstrou que a solucdo de formaldeido a 10% ndo inibe totamente o
desenvolvimento do Aspergillus versicolor, demonstrando assim que a desinfecgdo néo
€ total. Através dos resultados concluimos que o desenvolvimento de Aspergillus
versicolor em laboratérios de anatomia humana é um risco para salde de professores,
alunos e técnicos de anatomia, visto que, o fungo esta associado a diferentes patologias,
principalmente de ordem respiratoria, bem como estudos futuros deverdo ser elaborados
visando o desenvolvimento e a adequacdo de novas formulas, visando o registro de
melhores resultados na conservagdo das pecas anatdmicas e melhor desinfeccéo,

evitando-se o desenvolvimento de patdgenos como Aspergillus versicolor.

Palavr as chaves: Aspergillus versicolor, pegas anatdmicas e ambiente fechado.



Abstract

The development of filamentous fungi in closed environment is a growing cause of
concern, due to its direct relation to adverse problems of health. Because of that, the
purpose of this work was to isolate and identify filamentous fungi found at |aboratories
of human anatomy, which could be observed in the anatomical pieces conserved in
formaldehyde solution at 10%, as well as to analyze the resistance of the isolated fungi
in different formaldehyde concentrations evaluated through the method 3-(4,5-
Dimethyl-2-Thiazyl)-2,5-Diphenyl-2H-Tetrazolium Bromide (MTT). The samples were
collected directly from the anatomical pieces by aseptic techniques and then processed
in a non-selective culture medium. For the identification of the samples, macroscopic
analysis of the colonies were performed by direct observation and microscopic anaysis
of the structures of the isolated fungi. To analyze the resistance of the these fungi to
different formaldehyde concentrations, the collection and inoculation of the conidia was
initially performed in different formaldehyde concentrations for a period of 48 hours.
After the exhibition period the analysis was done by the reading of formazan derivates
with an ELISA reader, Spectra Count & PACKARD, using a wavelength of absorbance
of 550nm. All the isolated fungi presented macroscopic and microscopic characteristics
similar to the gender Aspergillus and the species Aspergillus versicolor, a fungi found
commonly in closed environment. The result of the MTT analysis demonstrated that the
formaldehyde solution at 10% doesn't inhibit the development of the Aspergillus
versicolor totally, demonstrating that the disinfection is not complete. Through the
results we concluded that the development of Aspergillus versicolor in laboratories of
human anatomy is a risk for the hedth of teachers, students and technicians, because,
this fungi is associated to different pathologies, mainly breathing disorders. We suggest
that future studies be elaborated seeking the development and the adaptation of new
formulas, for the registration of better results in the conservation and better disinfection
of the anatomical pieces, in order to avoid the development of pathogens such as
Aspergillus versicolor.

K ey words:. Aspergillus versicolor, human anatomical pieces and closed environment.
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1. INTRODUCAO

Estudos sobre a invasdo e o impacto de fungos a sistemas hioldgicos em
ambientes fechados € um assunto importante de salde publica, que tem sido
amplamente investigado por varios pesquisadores, visto uma crescente preocupagdo e
significativas evidencias sobre os largos e severos efeitos adversos a salde dos
ocupantes de habitagbes contaminadas, provocada pela exposicdo a micotoxinas e
esporos produzidos por fungos contaminantes em recinto fechado (ROWAN et al.,
1999; DALESet a., 1991; HUSMAN, 1996).

Ambientes escolares com problemas de proliferacdo fungica tem sido avo de
intensas pesquisas, Visto um crescente relato de casos de alergias em alunos e
professores. Quase sempre, 0s casos de alergias como rinite estdo relacionados a
exposicao de grandes quantidades de esporos fungicos suspensos no ar, fato esse nem
sempre visualizado pelos alunos e profissionais da educagéo e que provoca um impacto
negativo a salde dos ocupantes de escolas contaminadas (SANTILLI; ROCKWELL,
2003).

A ma qualidade do ar em recintos fechados é indicada como a causa do aumento
das exacerbagbes de asma entre criangas e jovens, sendo que, a maior prevaéncia de
erupcdes asméticas, foi detectada em ambientes escolares, que apresentavam salas com
baixas temperaturas, alta umidade relativa do ar, altas concentracdes de formaldeido ou
outras combinagdes organicas volate's, que conseqlientemente pudessem desencadear os
sintomas respiratorios (SMEDJE; NORBACK; EDLING, 1997).

A presenca de fungos filamentosos e a poluicdo do ar em ambientes escolares €
um fato que aumenta o risco de sensibilizacdo aérgica nos aunos. Estudos
epidemiol6gicos em escolas com problemas de proliferacdo fungica e poluicdo no ar
verificaram a ocorréncia de sintomas respiratorios como tosse crénica, muco cronico,
ofegancia, ataques de dispnéia e falta de respiragdo, significativamente associados a
contaminagdo ambiental (JEDRY CHOWSKI; FLAK, 1997).



Estudos da qualidade do ar em escolas com problemas de proliferacdo fungica
revelaram que dois fatores sdo de suma importancia para o desenvolvimento dos
sintomas respiratorios. a presenca de umidade e a armacéo dos edificios. Construgdes de
concreto associadas a problemas de umidade, sdo fatores de risco significantes para o
desenvolvimento de sintomas respiratorios, visto que, essa unido proporciona uma
eventua ocorréncia de fungos contaminantes como o0 Aspergillus versicolor,
Cladosporium e Sachybotrys, fato que ndo € evidenciado em edificios escolares de
madeira e sem problemas de umidade (MEKLEIN et al., 2002).

Mediante a grande preocupacdo relacionada ao desenvolvimento de fungos
patogénicos em ambientes fechados e os problemas de salde que esses agentes
provocam, a nota de proliferacdo fungica em pecgas anatémicas conservadas em solucéo
de formol a 10% e relatos de alergias de origem desconhecida no laboratério de
anatomia da UNIVAP, foram os motivos para 0 desenvolvimento desta pesquisa, visto
que, a presenca de fungos patogénicos em ambientes de trabalho é o suficiente para
implicé-los como causadores de doencas, pois ndo sdo contaminantes naturais da rotina
nos laboratérios de anatomia humana, além do mais, avaliagbes dermatoldgicas
redlizadas em profissionais ligados a anatomia, demonstraram atos indices de
contaminagdo fungica (ANDRE et al., 2000).

1.1 Formaldeido

Para redlizacdo dos estudos anatémicos, iniciamente, se faz necess&rio a
utilizagdo de técnicas para a conservagdo dos cadaveres. Dentre as técnicas anatbmicas
de embalsamamento, a via arterial € uma das mais utilizadas, e consiste na injecéo do
fixador pelas artérias. Este método faz com que os cadaveres fiquem sempre bem
fixados, de forma que eles possam ser usados ndo s para dissecacdo anatbmica, mas
também para pesquisas. (IKEDA, et al., 1993).

O processo de fixacdo dos cadaveres, pecas anatbmicas e visceras utilizadas no

laboratério de anatomia é feito, a fim de evitar a deterioracdo dos tecidos e



conseqlentemente preservar os elementos Uteis aos estudos. A fixacdo € a parte mais
importante de todo o trabaho, dependendo dela a manutencéo da forma e a conservacéo
das pecas. O formaldeido é o fixador comumente utilizado, preparado em solucéo
aquosa a 10%, que penetra rapidamente nos tecidos fixando-os. Para o preparo da
solucdo de formol a 10%, juntam-se 100 ml de formol a 100% a 900 ml de agua
corrente. Sendo essa solucdo ligeiramente &cida, a eliminagdo da acidez é obtida pela
adicdo de 4 gramas de fosfato de sddio monobasico, 6,5 gramas de fosfato de sodio
diabésico anidro (RODRIGUES, 1998).

As substéncias quimicas utilizadas nas técnicas de embalsamamento de pecas
humanas tém por objetivo eliminar a atividade microbiana. Em testes realizados para
verificar a acdo antimicrobiana, a administracdo de substancias quimicas via arterial
resultou em uma reducdo de 99% da populagdo microbiana depois de 2 horas de
contato. Este nivel de desinfeccdo foi mantido durante as 24 horas num periodo teste,
sendo constatada a desinfeccdo topica dos orificios corporeos, demonstrando deste
modo que as préticas de embalsamamento presentes reduzem o perigo de transmisséo
potencia de agentes microbianos infecciosos dentro do ambiente imediato de restos
humanos embal samados (BURKE; SHEFFNER, 1976).

Spicher e Peters (1976), verificaram a resisténcia de diferentes microorganismos
para formaldeido e a dependéncia do efeito antimicrobiano em diferentes concentracoes
de formaldeido. Foram analisadas bactérias gram-negativas e gram-positivas, esporos
bacterianos, fungos, bacteriofagos e virus. Para os estudos, 0s microorganismos foram
expostos as mesmas condigdes ambientais, com temperatura constante a 20° C e pH 7.0,
num periodo de duas horas de exposicdo ao formaldeido. Dentre as bactérias avaliadas,
Pseudomonas, Klebsiella, e Salmonela mostraram ser mais suscetiveis ao formadeido
que Safilococos. Os fungos mostraram-se mais resistentes que as bactérias sendo os

conidios de Aspergillus niger mais resistentes que leveduras de Candida albicans.

Apesar do formaldeido (HCHO) ser um excelente fixador, ele provoca reacdes
adversas a sallde das pessoas expostas diretamente ao produto. Estudantes de um curso

de embal samamento expostos por um periodo de oitenta e cinco dias, a baixos niveis de



formaldeido por via oral e nasal, sofreram mudancas citogenéticas em células epiteliais
na érea da boca e em linfdcitos sanglineos, demonstrando ser o formadeido, um
indutor de mudancas citogenéticas, quando observada a exposicdo cumulativa do
mesmo (SURUDA et al., 1993).

A associagdo quanto a exposicao de profissionals, a determinadas concentragtes
de formaldeido e carcinomas de faringe, demonstrou uma relacdo significante, entre o
cancer hipofaringeal e as exposi¢des a determinadas concentragdes de formaldeido,
evidenciando um aumento de risco na inducdo de carcinomas quando os profissionais
s80 expostos a longos periodos ao produto e quando a concentragdo do mesmo é
aumentada (LAFOREST et al., 2000).

Uma avaliagdo previdente, quanto a funcdo pulmonar e sintomas respiratérios
entre estudantes de medicina expostos ao formaldeido por um periodo de sete meses,
verificou uma incidéncia de broncoconstricdo e sintomas respiratérios nos estudantes,
em consequéncia a exposicao ao produto. As exposicoes ao formaldeido, geralmente
eram menores que 1 ppm, sendo as exposi¢coes de cume menores que 5 ppm. Foram
detectados nos alunos sintomas agudos de irritacdo nos olhos e irritagdo respiratoria,
significativamente associada com a exposi¢éo ao formaldeido. Foram detectados ainda,
casos de asma e irritacOes respiratérias entre os alunos com predisposicdo histérica
(UBA, et al., 1989).

Andlises citogenéticas realizadas em ratos expostos a diferentes concentraces
de formaldeido, durante 6 horas por dia, por periodos de uma e oito semanas, ndo
apresentaram nenhuma anormalidade cromossdmica em células de medula 0ssea em
relacdo ao grupo controle, mas havia um aumento significante na freqiéncia de
aberragbes cromossomicas em células de lavados pulmonares (macrofagos alveolares)
de ratos que inalaram 15 ppm de formaldeido, sendo as fraturas de cromatides, as
aberrages predominantes. Estes resultados indicam que o formaldeido apresenta efeitos
genotoxicos significantes, localmente em macréfagos alveolares, mas ndo na medula
0ssea, sugerindo assim, que exposic¢des prolongadas e repetitivas a altas concentracdes
de formaldeido, possam ser carcindgenas pararatos (DALLAS, et al., 1992).



Enquanto ha provas inconsistentes que formaldeido possa induzir anomalias
cromossdmicas na medula Gssea de roedores, expostos através de inalacdo in vivo,
recentes estudos mostraram que as exposicdes ao formaldeido danificam células de
tecidos que estdo mais locamente expostos. Ratos expostos oralmente ao formaldeido
apresentaram anomalias nucleares em células do epitélio gastrintestinal. Ratos tratados
com formaldeido tiveram significante, aumentos na freqiéncia de céulas
micronucleadas no estbmago, duodeno, ileo e colo, bem como sinais de irritacdo severa
nos locais afetados, demonstrando serem as células do estdbmago mais sensiveis e as

células do cdlon menos sensivels ao formaldeido (MIGLIORE et al., 1989).

O formaldeido é um gés intensamente irritante que afeta principalmente os olhos
e estd associado com sintomas respiratorios. Um monitoramento de possiveis efeitos
inflamatérios decorrentes de atas concentragcbes de formaldeido em ambientes
domeésticos demonstrou que os ocupantes das moradias, apresentavam irritacbes das
membranas mucosas e asma, sendo 0S mecanismos subjacentes responsavels por estes
resultados ainda ndo estabelecidos, aém disso, as exposiches a niveis elevados de
formaldeido podem provocar uma resposta clinica inflamatéria nas vias aéreas de
criancas saudaveis. (FRANKLIN; DINGLE; STICK, 2000).

Krzyzanowski; Quackenboss e Lebowit, (1990), a partir de aplicacdo de
guestionarios, relacionaram sintomas respiratérios crbnicos quanto a exposicdo para
formaldeido em casas durante um periodo de uma semana. Os dados revelaram que as
pessoas expostas a0 formaldeido apresentaram tosse crénica, atagues de ofegancia,
atagues de falta de respiragdo, diagnésticos de bronquite crénica e asma
Significativamente a maior prevaléncia de taxa de asma e bronquite cronica detectadas,

foi observada em moradias com maiores concentracfes de formaldeido.

1.2  Osfungos

Os fungos filamentosos sd0 organismos que produzem uma gama extensiva de

produtos naturais chamados metabdlicos secundérios, que sdo produzidos depois que o



fungo completa sua fase iniciad de crescimento e da inicio a uma fase de
desenvolvimento representada pela formacéo de esporos. Estas combinagdes sdo muito
diversificadas em estrutura e executam fungbes que nem sempre sdo conhecidas
(CALVO et al., 2002).

Andlises epidemiologicas demonstram que aguns metabdlicos secundérios
aerolisados em ambientes fechados podem ser responsaveis por multiplos problemas de
salde nos ocupantes de moradias contaminadas, sendo o longo e duradouro periodo de
exposicdo aos metabdlicos o fator responsavel pelas intoxicacbes (PIECKOVA;
KUNOVA, 2002).

A exposicdo prolongada e intensa a bio-aerossois de determinados fungos, esta
associada com desordens dos sistemas nervoso central, respiratério, desordens das
membranas mucosas, de alguns parametros gue pertencem ao sistema imune celular e
humoral, sugerindo ainda, uma possivel deficiéncia organica de competéncia imune
(JOHANNIING et a., 1996).

Os bio-aerossois fungicos podem impressionar 0 “senso quimico comum”, que
sente pungéncia e responde ao estimulo com manifestaces de desconforto geral, dores
de cabeca, irritagdes nos olhos, irritagdes no nariz e garganta; podem ocasionar também,
sensacfes estranhas, como cocar, queimar e formigar; podem provocar ainda a
constricdo do musculo liso respiratério; a diminuicdo da atencdo, desorientacdo,
vertigens entre outros efeitos (OTTO et al., 1990).

Dentre os metabdlicos secundarios produzidos pelos fungos, as micotoxinas sao
combinagdes quimicas que podem causar doenca em humanos e animais HENDRY ;
COLE, 1993). A exposicéo para micotoxinas pode acontecer por inalacdo ou contato
direto, sendo seus efeitos os mais diversos, variando de desordens agudas e cronicas, a
reacbes sistémicas e aé mesmo canceres. As micotoxinas agem anda como
imunossupressores que podem estar associadas com uma prevaléncia de infecgdes entre
os habitantes de edificios com problemas de umidade (REIJULA; TUOMI, 2003).



Estudos sugerem que a inalacdo de micotoxinas em ambientes fechados esta
diretamente relacionada a erupcdes de doengas pulmonares e asmas (HODGSON et al.,
1998). Foi sugerido também que tais combinagdes organicas voléteis possam ainda
afetar a salde humana, causando letargia, dor de cabega, irritacdo dos olhos e
membranas mucosas do nariz e garganta (FISCHER; DOTT, 2003).

Relatos indicam que a exposicdo de criangas de um a oito meses, residentes em
moradias com problemas de umidade e contaminagdo por micotoxinas de Stachybotrys
chartarum, desenvolveram casos de hemosiderosis pulmonar, caracterizada por
hemorragia pulmonar que fez os bebés tossirem sangue, demonstrando serem 0s

metabdlicos produzidos por fungos altamente citotoxicos (JARVIS et al., 1998).

Dentre as micotoxinas, a aflatoxina (AFB1) € uma micotoxina que quando
exposta na aimentacdo, prejudica a defesa dos hospedeiros aumentando a
suscetibilidade a infecgBes. Além de estar presente em componentes dietéticos, AFB1 é
achada também em quantias significantes em particulas respiraveis de pé de gréos.
Estudos demonstram que a exposicdo respiratoria experimental & AFB1 suprime as
defesas pulmonares e sistémicas dos hospedeiros, indicando que a exposicéo e
consequente inalagdo da AFB1, por profissonals, tornase extremamente perigosa
(JAKAB, et d., 1994).

A vainomicina é uma micotoxina isolada em po de recintos fechados
contaminados pelo Streptomyces griseus, e que em doses muito pequenas, testadas em
sangue humano, pode adterar profundamente a resposta imune reduzindo a
citotoxicidade das células natural Killer e a producdo de citocinas (PAANANEN et al.,
2000).

Os fungos filamentosos sd0 responsaveis também pela liberacdo de esporos,
importantes contaminantes em ambientes fechados, que apresentam propriedades
citotoxicas. A inalacdo ininterrupta de esporos fungicos, por habitantes de moradias
contaminadas, torna-se potencialmente perigosa a saide (SMITH et a., 1992), uma vez

gue estudos realizados sobre o impacto dessas particulas em pacientes com morbidez de



asma, no departamento de emergéncia de asma de um hospital para criangas, revelou
que, ainalacdo de esporos de varios grupos de fungos, em diversos ambientes, responde
por uma proporcdo significante das exacerbacdes de asma (DALES et al., 2000),
podendo ainda, atuar os esporos fungicos em menor intensidade ambiental, como
alergénicos indutores de rinite (WU et al., 1999).

Os esporos fungicos estdo entre o0s principais agentes alergénicos encontrados
presentes em nosso ambiente durante todo o ano, desencadeando as reacfes aérgicas
cléssicas causadas por fungos (NIEDOSZYTKO; CHELMINSKA; CHELMINSKI,
2002). Estudos em casas de pacientes asméaticos relacionaram a presenca de esporos de
dezessete géneros fungicos no ambiente interno, destacando a presenca e dominio de
espécies de Penicillium e Aspergillus, correlacionando a presenca dos fungos no ar das

casas dos pacientes com as crises de asma (OLONITOLA, 1994).

Eduard et a. (2001), comprovando que as exposicdes em niveis altos de
microorganismos ndo infecciosos é reconhecida como uma causa de doenca das vias
respiratorias em populagdes ativas, apos exposicdes de fazendeiros a microorganismos
registraram sintomas como: ofegancia em 3%; tensdo de torax em 7%,; tosse em 14%;
sintomas nos olhos em 18%; e sintomas de nariz em 22% dos fazendeiros testados,
concluindo que a ata ocorréncia de sintomas do nariz e olhos como também tosse

durante trabalho, eram associadas a exposi¢cao aos esporos fungicos.

Solomon (1975), isolou emanacbes de géneros fungicos, em recinto fechado,
como Penicillium, Oospora, Sporothrix, enfatizando os Aspergillus como um fungo
predominante em ambientes fechados, aertando para eventuais nuvens de esporos ao ar

livre que podem penetrar no interior de estruturas e contaminar 0 ambiente interno.

Estudos in vivo, demonstraram que os esporos de Streptomyces californicus s&o
capazes de provocar uma inflamag&o aguda nos pulmdes de ratos e que podem causar
ainda imunotoxicidade sistémica, especialmente no baco. O efeito de imunotoxidade se
assemelha a0 causado por agentes quimioterapéuticos, originamente isolado de

Sreptomyces spp, mostrando serem os esporos do Streptomyces californicus



potencialmente perigoso a sallde de ocupantes de edificios contaminados (JUSSILA et
a., 2001; JUSSILA et al., 2003).

Os fungos liberam também em ambientes fechados, propagulos fungicos, que
sd0 particulas de reatividade imunoldgica e tamanho consideravelmente menor que 0s
esporos. Tais particulas sdo aerolizados de superficies contaminadas juntamente com os
esporos numa proporcdo até 320 vezes maior do que os esporos, contaminando todo
ambiente onde se encontram. A reatividade imunolégica consideravel, o ato nimero, e
0 pequeno tamanho das particulas dos fragmentos fungicos podem contribuir para os
problemas de salde das pessoas diretamente ligadas aos ambientes contaminados
(GORNY et al., 2002).

Extratos de esporos e micélio testados em pacientes com historico de rinite e
asma, demonstraram que o0 micélio e os esporos compartilham respostas alérgicas
potentes em pessoas que apresentam reatividade alérgica. Os estudos demonstraram que
as reatividades dos esporos e do micélio variam de intensidade, exibindo o micélio uma
reatividade imunoldgica maior que a resposta induzida pelos esporos FADEL et d.,
1992).

O desenvolvimento de fungos contaminantes em ambientes fechados e os
problemas adversos a salde desencadeados por eles, estdo diretamente relacionados a
fatores ambientais favorédvels como disponibilidade de agua e temperatura em cada uma
de suas trés fases de desenvolvimento: germinacdo, crescimento e esporulacéo
(VUJANOVIC et d., 2001). Dentre os fatores ambientais responsdveis pelo
desenvolvimento fungico, o fator umidade é considerado como um risco confirmado
para 0 aumento de casos de asma alérgica, rinite alérgica e dermatites atipicas, sendo o
risco de resfriados 0 mais comum entre as infeccOes respiratorias (KILPELAINEN et
al., 2001).

Neste respeito, os fungos do género Aspergillus sdo agentes que aparecem com
grande incidéncia e sdo particularmente perigosos, pois podem resultar na colonizacdo

das vias aéreas e desenvolver subseqguientes aspergiloses, que sdo causas importantes de
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mortalidade entre pacientes neutropénicos, particularmente com leucemia ou
transplantados de érgéos sdlidos; ou agir ainda como alergénicos poderosos (TOMEE;
WEREF, 2001).

A proliferacdo de fungos do género Aspergillus esta entre os crescentes
problemas da medicina moderna, pois, tais organismos sdo atamente invasivos e
infecciosos, principalmente para pessoas de grupos de risco que sofrem de
imunodeficiéncia. Tais fungos causam infec¢bes invasivas muito rapidamente quando o
ambiente imediato oferece nichos ecoldgicos para crescimento e morfogenia de
particulas infecciosas (STAIB, 1992).

Aspergillus sdo patdégenos normalmente adquiridos pela inalagdo de conidios
capazes de acancar as pequenas vias afreas e 0s espacos aveolares, onde os
mecanismos de defesa do hospedeiro debilitado permite a germinacdo de hifas e
conseguente invasdo de tecido subseqiente (BOZZA et a., 2002), causando uma
variedade de sindromes clinicas no pulmé&o, enquanto variando de aspergiloma em
pacientes com cavidades pulmonares; para aspergilose necrozante crénico em pacientes
gue sd0 ligeiramente imunocomprometidos ou tém doencas pulmonares cronica
(SOUBANI; CHANDRASEKAR, 2002).

A aspergilose invasiva pulmonar (IPA) é uma doenca severa e geramente fatal
que é vista em pacientes imunocomprometidos. E caracterizada pela invasio de hifas e
conseguiente destruicdo do tecido pulmonar BOZZA et a., 2002). Ja a aspergilose
broncopulmonar alérgico ABPA) é uma reacdo de hipersensibilidade a antigenos de
Aspergillus que afetam principalmente os pacientes com asma e fibrose cistica. E
caracterizada pela colonizacdo cronica das vias aéreas pelo Aspergillus. Clinicamente a
sindrome apresenta episodios periodicos de ofegancia, producdo de muco, infiltracbes
pulmonares e niveis elevados de soro IgE. Muitos pacientes desenvolvem
bronquiectasia central, € um subconjunto ira organizar a doenca pulmonar fibrética
(SOUBANI; CHANDRASEKAR, 2002; COCKRILL; HALES, 1999).
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A sinusite fungica (SF) é uma importante causa de rinossinusite crénica, uma
infeccdo dos seios paranasais com eventual aumento da pressdo intrassinusal podendo
causar expansdo e erosdo da parede sinusal, com conseqlente envolvimento de
estruturas vizinhas como orbita e crénio (MONTEIRO et al., 2002).

Fungos do género Aspergillus sdo produtores de micotoxinas, metabdlicos que
podem conduzir a periculosidades severas, sendo encontradas em ambientes domésticos
e profissionais. Vérias espécies de Aspergillus estdo associadas com a producéo de
micotoxinas. 0 Aspergillus ochraceus produz a ochratoxina;, Aspergillus fumigatus a
fumitremorginas, gliotoxina e verrucologen; Aspergillus versicolor a esterigmatocisting;
Aspergillus flavus e 0 Aspergillus parasiticus aflatoxinas. A esterigmatocistina também
pode ser produzida pelo Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans Aspergillus rugulosus
e Aspergillus unguis (REIJULA; TUOMI, 2003).

Dentre as micotoxinas produzidas pelos Aspergillus, a 5,6-
dimetoxiesterigmatocistina (DMSC) € uma micotoxina que apresenta atividade
carcinogénica potencial. Estudos in vivo verificaram que todos os ratos testadas
desenvolveram nddulos neoplésicos no figado; aém de carcinomas hepatocelular,
sarcoma hemangioendotelial no figado; ainda dois deles desenvolveram osteossarcoma,
demonstrando assim os resultados obtidos desta experiéncia que a DMSC € um
hepatocarcinogénico, tal qual a esterigmatocistina (MORI, et al., 1998).

Cuccia; Galarza e Monges (2000), relataram casos de aspergilose cerebral
infantil, uma patogenicidade provocada pela colonizagdo de fungos do género
Aspergillus em regides encefdicas, desenvolvendo eventuais tumores cerebrais e
consequentes lesdes cerebrais. Os pacientes relatados, apresentavam um quadro de
imunossupressdo, decorrente de transplantes que haviam sofrido, associada com

resultados clinicos de hipertensdo intracraniana.

Rodriguez et a. (1998), relataram que apesar de ndo ser o principal agente
oportunista na onicomicose, 0 Aspergillus versicolor pode ser considerado como um

patdgeno emergente que causa onicomicose de dedo do pé, em pelo menos 5,8% dos
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casos. Demonstrou também que o tratamento local parece ndo ser efetivo, apresentando

o fungo alta resisténcia a vérios agentes antifungicos sistémicos estudados.

Anderson et al. (1996) relatam a aspergilose nosocomial como uma complicagdo
bem conhecida em pacientes com imunossupressdo de canceres, onde a investigacéo
desta erupcdo de aspergilose nosocomia identificou possiveis fontes fangicas
contaminantes que poderiam ter sido implicado como a causa, destacando a presenca e

altas concentracoes de Aspergillus fumigatus.

Galimberti et al. (1998), relatam uma invasdo infrequente de Aspergillus onde
descreve seis pacientes imunocomprometidos com manifestacOes de pele causadas por
Aspergillus, onde um paciente de transplante de coragdo desenvolveu aspergilose
cutdneo primario; dois pacientes, um com granuloma crénico e outro sofrendo
tratamento com doses altas de corticosterdides apresentaram lesdes nodulares
secundérias, e trés pacientes com leucemia, tiveram disseminacdo de pele pela
proximidade da orbita e invasdo dos seios paranasais, sendo isolados, nos pacientes o

Aspergillus flavus, o Aspergillus fumigatus e o Aspergillus versicolor.

Os fungos do género Aspergillus foram considerados durante muitos anos como
sendo patégenos fracos, porém, com o aumento no nimero de pacientes neutropénicos,
verificou-se um aumento dramatico em casos de aspergilose invasiva severo que é

norma mente fatal, despertando um grande interesse no Aspergillus (LATGE, 1999).

Além dos fungos do género Aspergillus, outros fungos também sdo implicados
como indutores de problemas adversos de salide em recinto fechado. A exposicdo ao
fungo Sachybotrys atra, foi relacionada a casos de hemorragia pulmonar e
hemosiderosis em criancas que moravam em habitagdes contaminadas pelo fungo
(ETZEL et d., 1998, NOVOTNY; DIXITP, 2000). Outro fungo do género
Sachybotrys, 0 Sachybotrys chartarum, também esta associada com problemas de
salide em humanos, onde, o fungo produz componentes sollveis habeis para induzir
asma (VIANA et a., 2002), sendo relacionado ainda com problemas de hemorragias

pulmonar em criangas (RAO et a., 2000).
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Espécies de Penicillium também estdo implicados como componentes da
aerospora em recinto fechado que potencialmente podem atuar como alergizantes aos
moradores de casas contaminadas KHAN, et al., 1999). Estudos demonstraram que
altas concentracfes de propagul os fungicos género Penicillium no ar, durante o conserto
de edificios mofados aumentaram os problemas de salide dos operérios (RAUTIALA et
al., 1996).

Infelizmente, ndo h& nenhum padréo geralmente aceito para interpretacéo de
niveis fungicos no ar em recinto fechado ou ao ar livre. A melhor aproximacdo para o
controle fungico, € o controle da umidade ambiental, prevenindo contra o
desenvolvimento fangico essencialmente e excluindo possiveis eventos extraordinarios
(BURGE, 2002).

1.3 O método 3-(4,5-Dimetil-2-tiazil)-2-5difenil-2H-Tetrazolio Bromido
(MTT).

O método 3-(4,5-dimetil-2-Tiazil)-2-5 difenil-2H-tetrazélio bromido MTT) é
um método bioquimico, baseado na atividade da desidrogenase (DHA). Foi
desenvolvido como uma alternativa para mensuracédo da unidade formadora de colénia
(CFU), por avaliar a viabilidade de esporos fungicos. Em células viaveis, o tetrazolio
(MTT) é reduzido a um colorido formazan, através de enzimas desidrogenase celulares
(STENTELAIRE et a., 2001).

Os sais de tetrazdlio sdo combinagfes organicas heterociclicas que substituem a
ligacdo natural do oxigénio no processo de redox hiologico. Os sais de tetrazdlio
penetram rapidamente nas células intactas, diretamente pelas membranas subcelulares
com atividade de desidrogenase onde eles sdo convertidos a derivado de formazan.
(ALTMAN, 1976).

O tetrazdlio MTT é descrito como um ensaio colorimétrico rapido para testar a

viabilidade de fungos. Todas as espécies in vivo de uma gama extensiva de fungos
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medicamente importantes foram testados com a reducdo do MTT, com resultante
formagdo intracelular dentro de vérias horas de cristais roxos claramente visivels de
MTT-formazan, que puderam ser medidos com espectrofotdbmetro a 550 nm. O ensaio
provou ser particularmente Util, avaliando a viabilidade de fungos ativos, independente
de proliferacdo e de crescimento unicelular ou multicelular (LEVITZ; DIAMOND,
1985).

Em particular, o méodo MTT é Util para calcular densidades de células em
pequenos volumes de cultura e € mais preciso e seguro que métodos convencionais de
contagem. O cultivo em peguenos volumes de cultura e a avaliacdo sensivel com o
ensaio de MTT permite a blindagem e testes de muitas substancias diferentes, fragoes de
nutrientes indispensaveis para o desenvolvimento de determinados fungos em meios de
cultura (FLORIAN et al., 1999).

Comparagdes redlizadas, utilizando o método de microtitulagdo recomendado
pelo Comité Nacional para Padrdes de Laboratorio Clinicos NCCLS) e o método
colorimétrico MTT, na andlise da suscetibilidade clinica de 30 isolados pertencendo a
seis espécies diferentes de fungos filamentosos contra seis drogas antifungicas,
verificaram que o crescimento hifalico, determinado visualmente pelo método NCCLS
mostrou vérias discrepancias, quando comparados com as porcentagens de reducéo de
MTT. O méodo MTT mostrou-se viavel como um método aternativo ab método de
NCCLS, sendo ainda, 0 método mais fécil e sensivel de ser executado (MELETIADIS,
et al., 2000).

O método MTT foi utilizado para verificar a eficacia antifungica,
farmacocinética, e seguranca da caspofungina no tratamento e profilaxia de aspergilose
invasiva pulmonar causada por Aspergillus fumigatus. A terapia antifungica foi testada
em coelhos neutropénicos, onde foi avaliado o efeito da echinocandina no
desenvolvimento das hifas de Aspergillus fumigatus. O MTT amarelo foi clivado por
desidrogenases do metabolismo de fungos ativos, reduzindo a derivados formazan roxo,

que foram extraidos com d&cool e entdo foram quantificados através de
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espectrofotdmetro, onde foi avaliada a viabilidade fungica a diferentes concentracdes da
droga (PETRAITIENE, et al., 2002).

In vitro a atividade antifungica do itraconazol e seus metabdlicos de hidroxila
ativo, hidroxi-itraconazol, foram avaliados contra Aspergillus fumigatus, Candida
albicans e Cryptococcus neoformans pelo método colorimétrico MTT [3-(4,5-dimetil-2-
tiazil)-2,5-difenil-2H brometo de tetrazdlio]. A concentracdo inibitoria minima (MI1C)
foi determinada pelo ensaio colorimétrico, observado também por ensaio visua. O
método colorimétrico mostrou-se funciona para determinar os MICs das duas drogas
em meios diferentes, porém, no ensaio para Candida albicans a visualizacdo dos MICs
ficaram dificeis de determinar em meios BHI e SAB, sendo recomendado a utilizagcdo
do meio YNBG para determinacdo dos MICs (MIKAMI et al., 1994).

O ensaio colorimétrico MTT foi utilizado também, para analisar a citotoxidade
de esporos fungicos coletados no ar em um setor publico de um alojamento Umido. Um
procedimento de bioandlise foi utilizado, envolvendo os efeitos citotoxicos dos esporos
em fibroblastos humanos, cultivados em meio de cultura O sistema de ensaio
bioquimico revelou que 47% dos fungos apresentavam propriedades citotOxicas
associadas, um valor gque enfatiza as periculosidades potenciais da inalag&o ininterrupta
de propagulos fungicos toxigénicos por ocupantes de casas contaminadas (SMITH et
a., 1992).
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OBJETIVOS

O estudo proposto tem por objetivos:

Isolar e identificar os fungos filamentosos encontrados em pegas anatdmicas

conservadas em solucdo de formol a 10% em laboratorios de anatomia.

Avadliar através do método 3-(4,5-Dimetil-2-Tiazil)-2,5-Difenil-2H- Tetrazdlio
Bromide (MTT), a resisténcia dos isolados a diferentes concentracbes de

formaldeido.

Avaliar mediante pesquisa bibliogréfica se os fungos isolados oferecem riscos a

sallde das pessoas expostas a el es.
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3. MATERIAL eMETODOS.

3.1 Coletadas amostras.

As amostras fungicas foram coletadas em pecas anatbmicas humanas
formolizadas com periodos de incubacéo em solucéo de formol a 10% que variaram de
2 a 6 anos. Também foram obtidas amostras em recipientes de descartes, localizados
sob as bancadas, contendo detritos de pecas anatdmicas 0s quais apresentavam sinais
visiveis de contaminacdo fungica. As amostras foram selecionadas no laboratério de
anatomia da UNIVAP, dentre diferentes pecas anatdbmicas provenientes de varios
laboratorios de anatomia humana do pais. As amostras foram coletadas da extremidade
distal da placa ungueal do halux, da face interna da dura-mater (regido frontal), do osso
parietal (parte interna), do couro cabeludo (regido Parietal), da regido orbicular dos

olhos, abaixo do supercilio e da cristailiaca.

As amostras provenientes dos recipientes de descarte foram coletadas
diretamente com auxilio de pincas, previamente esterilizadas em autoclave, com as
guais foram recolhidos pequenos fragmentos de pecas anatdmicas que apresentavam
sinais nitidos de contaminagdo fungica de coloragdes esverdeadas, amarelas e brancas.
As amostras cutaneas foram obtidas mediante descamacdo com uma lamina estéril, nas
areas contaminadas; a amostra de unha foi obtida na parte inferior da mesma, para a
obtencdo de material mole do leito ungueal; as amostras 0sseas foram obtidas mediante

araspagem com bisturi nas superficies contaminadas.

As amostras foram armazenadas em tubos Eppendorf estéreis contendo tampao
sdina fosfato (PBS). ApOs serem devidamente rotuladas e embaladas, foram
transportadas rapidamente até o Laboratorio de Processamento de Amostras Bioldgicas

da UNIV AP, onde foram processadas em meios de cultura.
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3.2 Tampao salinafosfato (PBS).
O tampédo sdina fosfato (PBS), foi utilizado na coleta das amostras, e na
suspensao dos sedimento, durante a obtencdo dos conidios, para a andise da resisténcia

dos mesmos em diferentes concentragdes de formaldeido.

A preparacéo do tampédo fosfato se da com a seguinte formula:

- Solugdo A: NaH,PO4. H,O - 2,769 para 100 ml de &gua;

- Solugdo B: NgpHPO4. 7H,O - 5,369 para 100 ml de agua.
ou

NaHPO, - 2,849 para 100 ml de &gua.

33mlidesol.A+67mlsol.B % pH7L

3.3 Meiosde cultura.

3.3.1 Agar Sabouraud Dextrose.

O Agar Sabouraud Dextrose (SDA) foi 0 meio utilizado na recuperaco e cultivo
das colénias. O SDA é um meio ndo seletivo que apresenta um pH é&cido de 56 e é
pobre em nutrientes, condi¢do essencial para inibir o crescimento de bactérias, mas
permite o crescimento de fungos oportunistas e patogénicos. O meio proporciona
também um aumento de esporulagdo e uma morfologia colonial mais caracteristica,
facilitando o estudo (KERN; BLEVINS, 1999).

A preparagdo do meio se da com a seguinte formula:
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DEXIIOSE. ... .evi it 409
AN 159
NEOPEPLONEL......ccvveeiieee et 10g

Todos os componentes foram adicionados em agua destilada, em Erlenmeyer e o
volume completado para 1000 ml; a seguir, foi esterilizado em autoclave a 121° C por
15 minutos. O meio ficou 24 horas na estufa a 37° C para controle, antes da distribuicdo

nas placas de Petri.

3.3.2 Caldo Sabouraud.

O caldo Sabouraud foi utilizado na redlizacdo das andlises de resisténcia e
viabilidade dos esporos fungicos, dos isolados, em diferentes concentragbes de

formaldeido.

A preparacéo do caldo se da com a seguinte formula:

Caldo Sabouraud............coovreiirinieieeeeeeeee 30g.
Aguadestiladan............cooveeereeereerreeeeseee e 1000 ml.

Os componentes foram adicionados em Erlenmeyer; a seguir, foi esterilizado em
autoclave a 121° C por 15 minutos. O meio ficou 24 horas na estufa a 37° C para
controle, antes da redlizacdo das andlises de resisténcia e viabilidade dos esporos

fangicos.

3.4 Obtencao de conidios.

Os conidios foram obtidos a fim de verificar a esporulacéo dos isolados,

alertando sobre o0s possiveis riscos a salde que tais particulas podem vir a oferecer a

alunos, professores e técnicos de anatomia humana; e também para avaliar a resisténcia
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dos conidios em diferentes concentracdes de formol, através o método 3-(4,5-Dimetil-2-
tiazil)-2-5difenil-2H-Tetrazolio Bromide (MTT).

Os isolados dos laboratérios de anatomia foram semeados por transferéncia de
micélio, em placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose e foram incubadas em
temperatura ambiente por um periodo de 7 dias. Apés este periodo de incubagdo em
temperatura ambiente, o micélio superficial foi raspado com espatula e lavado com agua
destilada estéril. O lavado obtido foi colocado em um tubo de ensaio contendo PBS e
foi homogeneizado em agitador de tubos, Marconi MA 162, a uma velocidade
moderada e filtrado através de gaze e papel de filtro qualitativo Whatman n® 4. O
filtrado foi centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos em centrifuga Fanem modelo 242.
O sedimento foi suspenso em 1 ml de PBS e a contagem dos conidios foi feita em

camara de Neubauer.

Para uso como indculo, as suspensdes de conidios obtidas dos isolados foram
diluidas de modo a conter, aproximadamente 16.000 conidios a cada 10il de suspenséo.
A semeadura para testar a viabilidade dos conidios foi executada em fluxo laminar, com
auxilio de pipeta automatica, distribuindo-se 10 il da suspensdo diretamente em placas
de Petri contendo 20 ml de Agar Sabouraud Dextrose e em tubos de cultura contendo 2
ml de caldo Sabouraud. As placas de Petri foram incubadas a temperatura ambiente, a
25°C controlados em estufa para cultura, Fanem Modelo 002 CB, durante o periodo de 7
dias; j& os tubos de cultura foram incubados em estufa de cultura Fanem Modelo 002
CB a37°C, durante 7 dias.

3.5 Processamento das amostr as.

Para cultura e processamento das amostras foram utilizadas placas de Petri de
200 x 30 mm, por terem a vantagem de proporcionar uma superficie de crescimento
mais ampla, o que facilitou os exames e os subcultivos. As placas de Petri foram
lavadas com sabdo neutro em &gua destilada e secas em estufa de secagem e

esterilizacdo Fanem mod. 320-SE, a 60° C. Logo apds foram embaladas em papel
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aluminio e papel craft e esterilizadas em autoclave a 15 libras de pressdo a 121° C, por

15 minutos.

O trabalho de distribuicdo do meio de cultura foi realizado em ambiente estéril
no fluxo laminar. As paredes internas e a superficie da area de trabalho do fluxo laminar
foram limpas com &cool a 70 %, 0 equipamento e a lampada germicida foram
acionados por 30 minutos antes da distribuicdo do meio de cultura nas placas. O
procedimento proporciona assim um ambiente estéril, com o propdsito de remover as
particulas do ar originadas na area de trabaho e proteger contra a contaminagéo
cruzada, evitando que as particulas geradas na é&rea de trabalho se desloquem

lateralmente, contaminando outros processos ou produtos.

Cada placa de Petri recebeu 20 ml de Agar Sabouraud Dextrose com o auxilio de
pipetas estéreis de 10 ml acopladas a um pipetador. As placas foram vedadas com fita
adesiva para evitar a desidratacdo do meio e ficaram por 24 horas em estufa & 37°C para

controle, antes da inoculacéo das amostras fungicas.

3.5.1 Inoculacéo.

Em fluxo laminar previamente esterilizado, as amostras foram colocadas
diretamente na superficie do meio de cultura com auxilio de uma al¢a de inoculagéo,
esterilizada em bico de Bunsen, onde, aguns fragmentos foram aprofundados no meio
de cultura, visando uma melhor recuperacdo das amostras. As placas foram vedadas
com fita adesiva e foram incubadas a temperatura ambiente, 25° C controlados, durante

um periodo necessario para o desenvolvimento das coldnias.

Para uma inoculagdo perfeita, visando medir o didmetro da colénia no sétimo dia
de desenvolvimento, 10 il de suspensdo de conidios apresentando aproximadamente

16.000 conidios, foram inoculadas em uma placa de Petri contendo meio SDA.
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3.5.2 Isolamento.

Semanamente foram feitos repiques e novas distribuicbes das coldnias em
placas de Petri contendo meio SDA, preparadas conforme descrito anteriormente,
visando o isolamento das colénias. Em fluxo laminar previamente esterilizado, com
auxilio de uma alca de inoculagéo esterilizada em bico de Bunsen, foram feitos repiques
nas colbnias antigas, transferindo o material coletado diretamente para superficie do
agar, no centro dos novos meios de cultura, disseminando os fungos para novas placas,
visando o isolamento e a uniformidade de novas coldnias. Os repiques foram realizados

em intervalos de sete dias, até que o isolamento total das col6nias fosse confirmado.

3.6 Preparacédo de montagens para estudo.

3.6.1 Técnica de microcultivo em [amina.

A técnica de microcultivo em |&mina, segundo Koneman et a. (2001), foi
realizada inicialmente, colocando-se um pedaco circular de gaze sobre o fundo de uma
placade Petri esterilizada, a qual, recebeu o depdsito sobre a gaze de um par de varetas
de vidro de comprimento apropriado para caber na placa, servindo as varetas como

apoio para uma lamina de vidro de 76 x 26 mm.

Um bloco de Agar Sabouraud Dextrose foi colocado com auxilio de uma
espatula sobre a superficie central da lamina e nele inoculado nas bordas do bloco de
agar em trés ou quatro lugares uma porcéo da colénia, com auxilio de uma aca de
inoculagdo, esterilizada em bico de Bunsen. Uma laminula foi aguecida passando-a
rapidamente pela chama de um bico de Bunsen e colocada de imediato sobre a
superficie do bloco de &gar inoculado. O aguecimento da laminula proporcionou uma
fixac8o entre sua face inferior e a superficie do agar, o qual se fundiu ligeiramente pelo

vidro aguecido. Com auxilio de pipeta, uma pequena quantidade de agua destilada,
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suficiente para saturar a gaze, foi depositada no fundo da placa. A placa foi tampada e

incubada a temperatura ambiente durante um periodo de 5 a 7 dias.

Quando o crescimento fungico mostrou-se visuadmente suficiente, a laminula
pode ser retirada com auxilio de um palito de madeira, cuidando-se para que néo se
rompesse, mais do que o suficiente o micélio aderido na face inferior da laminula. Esta
operacdo foi readlizada em gabinete de seguranca, sobre um recipiente contendo um
liquido de descontaminagdo com fenol a 5%, no qua os blocos de agar foram
descartados. A laminula entdo foi colocada sobre uma gota do corante azul-de-
lactofenol na superficie de outra lamina de 76 x 26 mm e levada a0 microscopio para

andlise.

3.6.2 Preparacéo por desagregacao.

Utilizando duas agulhas de dissecacdo, uma pequena porcdo da colénia em
estudo foi extraida, incluindo parte do &gar que se encontrava abaixo da superficie. O
fragmento da col6nia foi colocado em uma gota de azul-de-lactofenol sobre uma lamina
e os fragmentos do micélio foram desagregados com as agulhas e cobertos com
laminula. Para facilitar a dispersdo de pequenos grénulos de agar, a laminula foi

levemente pressionada.

3.7 Corante Azul-de-lactofenol

O corante utilizado na preparacdo das montagens para estudo dos isolados dos
laboratorios de anatomia foi 0 azul-de-lactofenol. O LPCB é um corante que cora a
quitina presente nas paredes celulares dos fungos, proporcionando assim, a visualizacéo
do micélio vegetativo e reprodutivo de fungos filamentosos. No corante, o fenol tem a
funcdo de matar todos os microorganismos, enquanto o acido l&ctico preserva as

estruturas fungicas. Devido ao LPCB ser atamente tdxico e provocar problemas
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adversos a salde de pessoas que entram em contato com a solucdo, o LPCB foi
manipulado em um capela de exaustdo (KERN; BLEVINS, 1999).

A preparacéo do azul-de-lactofenol se da com a seguinte formula:

Fenol concentrado.........ccooeveereneeneneereseeee e 20 ml
ACIAO TCHICO....e.eeeeeeeeeeeeeee e 20 ml
GlICEIOL....ei e 40 ml
AZUL de TrPaNn.......cooerieeeeee e 005¢g
Aguadestilagdan............cccoveereeeereeieeeeeseeeereenn 20 ml

A &gua, acido lactico, o gliceral e o fenol concentrado foram adicionados nesta
ordem em Erlenmeyer e misturados durante uma hora. Uma vez a solucéo
homogeneizada, 0 azul de tripan foi adicionado e a solucdo novamente homogeneizada
por mais uma hora. Com auxilio de um funil o corante foi colocado em um recipiente

de vidro escuro e armazenado em geladeira.

3.8 Meéetodos de analise e identificacgao.

3.8.1 Andlise macroscopica.

A andlise macroscopica das colonias foi feita mediante observacéo direta, onde
foram andlisadas: a velocidade de crescimento no isolamento primério das colbnias; o
didmetro da col6nia no sétimo dia de desenvolvimento, mensurado com auxilio de um
paquimetro de precisdo; a coloracdo do micélio reprodutivo, especificando a cor dos
conidios, a coloracdo do reverso das colbnias; a topografia, descrevendo as vérias
configuracOes de elevagdes e vales observadas nas culturas e a textura do micélio aéreo,
descrevendo a dtura do micélio. Todos esses elementos foram registrados em uma
prancha de identificagdo conforme ANEXO A, servindo apenas como orientacéo e ndo

como critério absoluto na identificag&o.
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3.8.2 Analise microscopica.

Para andlise e identificagdo microscopica foi utilizado o microscopio Leica
DMLB e feitas fotomicrografias com o sistema fotogréfico LeicaMPS — 30. As |aminas
pesquisadas foram preparadas mediante técnica de microcultivo em |amina e pelo
processo de desagregacdo, conforme descrito anteriormente, onde foram analisadas. as
estruturas hifalicas, verificando a presenca de septos, a regularidade dos septos e a
presenca de células pé; as estruturas microscopicas dos conidiéforos; as estruturas

microscopicas das fidides, verificando a disposi¢do das mesmas.

3.9 Analisedosresultados.

A andlise dos resultados foi feita mediante apreciacdo dos dados macroscopicos,
obtidos a partir da observacéo direta e dos dados microscopicos adquiridos com guda
de fotomicrografias. Os dados obtidos com as caracteristicas morfol dgicas e fisiol0gicas
do género foram confrontados com os dados da Comissdo Internacional em Penicillium
e Agpergillus (ICPA), uma comissdo da Unido Internacional e Sociedade
Microbiologica, uma ingtituicdo que tem como propésito, prover aos individuos
interessados, informacgOes basicas sobre o género Aspergillus, visando fecilitar a
pesquisa € a melhoria da precisdo e identificacdo das espécies fungicas. Apds a
comparacao dos dados, pode-se determinar 0 género e a espécie dos isolados das pegas
anatémicas dos laboratérios de anatomia e avaliar mediante pesquisa bibliogréfica se os

fungos isolados of erecem riscos a salide das pessoas expostas a el es.

3.10 Andlise da resisténcia dos conidios a diferentes concentracdes de
formaldeido com o método 3-(4,5-Dimetil-2-Tiazil)-2-5Difenil-2H-
Tetrazolio Bromide (M TT).

Para avaliacdo da resisténcia dos conidios em diferentes concentracdes de
formaldeido, pelo méodo colorimétrico MTT (MELETIADIS et al. 2000), em fluxo
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laminar previamente esterilizado, foram distribuidos em tubos de culturas estérels,
meios de cultura (caldo Sabouraud) com diferentes concentraces de formaldeido (15%,
12,5%, 10%, 7.5%, 5%, 2.5%). Em seguida cada concentracdo de formaldeido foi
distribuida com auxilio de pipetas, em triplicata, em placas de microtitulacdo de 96
pocos, adicionados de inéculos com aproximadamente 16.000 conidios previamente
preparados, obtendo um volume final de 90 il. Trés pogos receberam o inéculo de
conidios e o volume foi completado para90 il com caldo Sabouraud, para servirem de
controle. Em seguida a placa de microtitulagdo foi incubada por 48 horas a 37°C
controlados em estufa de cultura, Fanem Modelo 002 CB.

Apbs o tempo de incubacdo, cada poco recebeu 101l de MTT, dissolvidos em
PBS, numa concentracdo final de 5mg/ml. Em seguida a placa de microtitulacéo foi
protegida da luz com papel aluminio e incubada novamente por 3 horas a 37°C. Depois
das 3 horas de incubacdo foram adicionados em cada poco 100l de solvente organico
DMSO e 100pl etanol, para extrair a tintura A placa foi embalada novamente e
colocada em agitador, Marconi MA 162, por 30 minutos em agitacdo suave. Ao término
dos 30 minutos a densidade 6ptica (DO) foi medida com um leitor de ELISA, Spectra
Count™ PACKARD, usando um comprimento de onda de absorbancia de 570nm. A
porcentagem de conversdo de MTT para seu derivado formazan foi calculada

comparando o DO a 570nm dos pogos controles com base na seguinte equaco:

A = (570 de pocos que continham droga— poco em branco) x100.

(570 dos pogos sem drogas — poco em branco)

O MTT foi testado para avaliar possivels efeitos inibitorios no crescimento de
fungos filamentosos. Um in6culo de suspensdo de conidios com aproximadamente
16.000 conidios, foi incubado em caldo Sabouraud, com diferentes concentraces de
MTT que variaram de 4 para 0.06mg/ml, por 72horas a 37°C. A inibicdo de
crescimento foi avaliada por observacdo visual dos pogos que continham MTT,
comparado com os pocos MTT-livres. O nivel de inibicdo do crescimento fungico
demonstrou que 0 MTT é um reagente que ndo provoca efeitos inibitérios sobre o
desenvolvimento fungico (MELETIADIS et a. 2000).



27

311 AndalisedosresultadosdoMTT.

Os isolados foram testados trés vezes pelo método colorimétrico MTT com
diferentes concentragdes de formaldeido nas mesmas condicdes ambientais. A avaliacdo
do desenvolvimento dos esporos fungicos derivou da comparagdo das trés andlises para
cada combinacdo da concentracdo de formaldeido - isolado e os resultados derivam

dessas leituras.

Foi utilizado, na elaboracdo deste relatorio técnico, o software: MSOffice Excel,
versdo 2002, para o gerenciamento de banco de dados, para a execucdo dos calculos
estatisticos, elaboracéo e edicdo de graficos e tabelas.
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4. RESULTADOS

Para identificar o género e a espécie dos isolados das pecas anatbmicas
conservadas em solucdo de formol a 10% e os isolados dos recipientes de descarte do
laboratério de anatomia, realizou-se andlises macroscopicas dos caracteres fenotipicos
das colbnias e andlises microscopicas dos caracteres fenotipicos dos fungos isolados.
Para a analise macroscépica, inicialmente, os isolados foram separados em dois grupos

mediante semel hancas fenotipicas das colonias.

Os isolados do primeiro grupo apresentaram as seguintes caracteristicas

macroscopicas, como descrito natabela 1 e ilustrados nas figuras 1a e 1b.

TABELA 1. Caracteristicas macroscopicas da colénia do primeir o grupo.

Caracteres mensurados Caracteres fenotipocos
Velocidade de crescimento...........ccceeeeveieeiieceennane Répido.

Didmetro No S&MO dia........c.coveveierenireseseene 25 mm.

Coloracéo do micélio reprodutivo...........cccceevveneeee. Branca, passando para amarelo,

alaranjado e amadurecendo na

coloracéo verde.

COlOraGa0 MBVEISA......oveeeeeie ettt Amarelo claro, passando para
alaranjado e finalizando em
vermelho.

TOPOGIaAfiA...ceeieeeeireesieeie e Rugosa.

TOXEUIBL et Pulverulenta.
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Os isolados do segundo grupo, compartilhavam com os do primeiro grupo
algumas caracteristicas fenotipicas em comum, porém diferiam na coloracdo do micélio
vegetativo e no reverso da coldnia. Os caracteres macroscopicos estédo descritos na

tabela 2 e ilustrados nas figuras 2a e 2b.

TABELA 2. Caracteristicas macr oscopicas da col6nia do segundo grupo.

Caracteres mensurados Caracteres fenotipocos
Velocidade de crescimento.........ccccvecveeeeeeeenennene Répido.

Didmetro no S&imMOo dia..........ccoeveeeeeneneneseeene 25 mm.

Coloragdo do micélio reprodutivo...........cccceeeuennee. Branca, passando para passando

para verde acinzentado.

(000 [o] = 0= 0 (<. V= £ Amarelo claro, passando para

marrom avermel hado.

L] 00 1 = T Rugosa.

T EXEUNAL et e e e e e e e e e e eaaenes Pulverulenta.

Quando foram analisados os caracteres fenotipicos microscopicos, constatou-se
gue os isolados do primeiro grupo compartilhavam as mesmas caracteristicas com o0s
isolados do segundo grupo, tratando-se de uma espécie fungica com determinadas
variagbes a nivel macroscopico. As andlises microscopicas dos isolados foram
realizadas mediante apreciacdo de fotomicrografias, tiradas com o sistema fotogréfico
Leica MPS — 30. Os caracteres microscopicos estdo apresentados na tabela 3 e

ilustrados nas figuras 3, 4, 5 e 6.
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TABELA 3. Caracteristicas microscopicas dos isolados do primeiro e segundo

grupo.

Caracteres mensurados Caracteres fenotipocos

HITaS. ... Septadas  hidinas, com  septos
uniformes.

CAUIBS P.....oee et Presentes.

(07070110 o] 0] {01 SRS Longos e lisos.

VESICUIBS. ...t Piriforme / espatulada.

= 0 (<R Bisseriadas, esparsamente radiadas,
cobrindo a maior parte da vesicula.

(00 0] Lo 1o S Globoso.

Os dados macroscopicos e microscopicos obtidos contendo as informagtes
morfoldgicas e fisiolégicas dos isolados foram apreciados e confrontados com os dados
da Tabela 4 da Comisséo Internacional em Penicillium e Aspergillus (CPA). Apos a
comparacdo dos dados, pode-se determinar que os isolados das pegas anatdmicas e dos
recipientes de descarte eram pertencentes ao género Aspergillus e da espécie Aspergillus
versicolor. Um fungo oportunista pertencente ao phylum Ascomycota, 0 maior phylum
de fungos, que inclui quase 50% de espécies flngicas conhecidas, da classe
Plectomycetes, da ordem Eurotiales, e da familia Trichocomaceae (GUARRO; GENE;
STCHIGEL, 1999).
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Tabela 4. Tabela de identificacdo de espécies de Aspergillus, da Comissao

Internacional em Penicillium e Aspergillus (ICPA).

clav [pen |vers |terr [can |nig |och [flav |ams |nid [fum

colorag&o do micélio - - - |- - - - + -
exudate - - + - - - - - - -
coloragdo doreverso |- + + + - + + - (+) + +
pigmentos sol iveis - |- - - - - - - -
cleistotecia - - - - + - - + + +
célulasdeHille - - - - - - - - - ¥
estipe rugosa - - - - - - [+ - _
estipe colorida - - - - - - - - - +
Vesicula
globosa - |- (GOENIG N E: + + + - -
piriforme - + + + + - - + + + +
espatulada - + + - - - - - + + +
clivada + - - - - - - B _ _ )
Fidlides
unisseriada + + - - ) - - + + R +
bisseriada - - + + + + + + - + -
Conidios
Globoso - + + + + + + + + + +
elipsoidal + + - - - - - - + B -
paredelisa + - ) + + - + - ) B +
parede rugosa - + + - - + - + + + )
AsCospor os - - - - - - - _ + ; N

Legenda

clav=A. clavatus.
pen=A. penicilliodes
vers= A. versicolor.
terr = A. terreus.

can = A. candidus.

nig=A. niger.

och = A. ochraceus

flav = A. flavus.

ams = Eur. amstel odami.
nid = Eme. nidulans.

fum = A. fumigatus.
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Conforme descrito na metodologia, a contagem dos conidios foi realizada sete
dias ap0s a inoculagdo e a contagem dos conidios provenientes da raspagem demonstrou
que o Aspergillus versicolor € um fungo com ato grau de esporulacdo, sendo
potencia mente contaminante. As contagens variaram pouco de uma amostra para outra,

porém, mantiveram uma média alta, da ordem de 1,7 x 10° conidios por ml.

A resisténcia dos conidios do Aspergillus versicolor foi avaliada em diferentes
concentragdes de formaldeido pelo método 3-(4,5-dimetil-2-tiazil)-2-5difenil-2H-
tetrazélio Bromide (MTT). Os resultados do experimento estdo ilustrados no grafico 1,
0 qua demonstra que depois de 48 horas de exposicdo a diferentes concentracdes de
formaldeido, a inibicdo do desenvolvimento fungico ndo foi total em nenhuma das
concentragdes mensuradas, demonstrando ser o Aspergillus versicolor um fungo
resistente a pequenas concentracbes de formaldeido, sendo a concentracdo a 10%
utilizada nos laboratdrios de anatomia humana, ineficiente para inibir o crescimento do

fungo.

Gréfico 1. Avaliacdo da resisténcia dos isolados a diferentes concentragdes de
formaldeido - 48 h, pelo méodo MTT.
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Figura 1a: Colénia isolada de amostra da crista iliaca, apresentando coloracdo do

micélio verde e atextura pulverulenta devido a densa producdo de conidios.

Figura 1b: Reverso da colOnia isolada da crista iliaca, com coloragdo amarelo,
passando para avermelhado, e topografia rugosa, com sulcos profundos irradiando

irregularmente a partir do centro.



Figura 2a: col6niaisolada do couro cabeludo, apresentando coloracdo do micélio

reprodutivo inicialmente branca, passando para verde acinzentado.

Figura 2b: Reverso da colonia isolada do couro cabeludo, demonstrando
coloragcdo amarela e topografia rugosa, com sulcos profundos irradiando irregularmente

a partir do centro.
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=

Figura 3: célula pé, um segmento hifalico especializado que serve como ponto

de origem do conidiéforo. Aumento de 2500 X.
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Figura 4. conidiéforos longos e lisos, compostos de uma secéo apical inchada

denominada vesicula. Aumento de 250 X.
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Figura5: Fialides bisseriadas, distribuidas esparsamente radiadas, cobrindo a

maior parte da vesicula. Aumento de 2500 X.



Figura 6: Conidios apresentando forma globosa. Aumento de 2500 X.
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Figura 7: Aspergillus versicolor.Aumento de 1000X.
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5. DISCUSSAO

O isolamento de Aspergillus versicolor, nas pecas anatbmicas conservadas em
solucéo de formol a 10% em laboratorios de anatomia humana é um fato que deve ser
tratado com cautela, visto as conseqiiéncias adversas a salde que a exposicdo a esse
agente pode causar, quando encontrado contaminando ambientes fechados MEKLIN et
al., 2002). Apesar de ser o Aspergillus versicolor um agente pertencente as espécies
freqglientemente encontradas em ambientes fechados como casas e escolas
(ENGELHART et al., 2002; HODGSON et al., 1998), o desenvolvimento de fungos do
género Aspergillus em laborat6rios de anatomia humana é o suficiente para implica-los
como causadores de doencas, pois ndo sd0 contaminantes naturais da rotina nos
laboratérios de anatomia humana (ANDRE et al., 2000).

Estudos demonstram que a presenca de Aspergillus versicolor em ambientes
escolares esta associada a uma erupcdo de doencas alérgicas das vias respiratorias.
Varios sintomas periddicos e irritantes, como asma e pneumonia de hipersensibilidade
foram detectados entre os alunos e moradores de habitagbes contaminadas pelo
Aspergillus versicolor (HAVERINEN et a. 1999; JARVIS, MOREY 2001), fato esse,
gue vem a cada dia ganhando mais interesse, pois, de acordo com estudos
epidemiol 6gicos, é possivel que alguns metabdlicos secundarios aerolizados por esse
fungo no ar, possam ser responsaveis por problemas de salde das quais 0s ocupantes
dos locais contaminados sofrem (PIECKOVA; KUNOVA, 2002).

Dentre os bioaerossdis liberados pelo Aspergillus versicolor, os conididsporos
ganham destaque, pois conforme dados obtidos na mensuragdo dos conidios, neste
trabalho, 0 Aspergillus versicolor € um fungo com alto poder de esporulacdo, desta
forma, podendo contaminar todo ambiente do laboratdrio e ocasionar riscos a salde dos
ocupantes de laboratérios contaminados pelo fungo, uma vez que, seus conididsporos
s80 potencialmente perigosos a sallde das pessoas expostas a eles, podendo estes induzir
respostas inflamatdrias e efeitos respiratérios, conforme caracterizado por Jussila et al.
(2002), onde ratos expostos aos conididsporos de Aspergillus versicolor, avaliados com

marcadores bioguimicos e histopatologia, 24 horas apds a exposicdo ao fungo,
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demonstraram inflamacdo e toxidade nos pulmdes. Os resultados apresentados por
Jussila et al. (2002), confirmaram assim que o “Aspergillus versicolor é um fungo de
ata citotoxidade” conforme proposto por MURTONIEM et a., 2001) e que seus
conidiosporos sdo importantes produtores de mediadores inflamatérios e indutores de
sintomas respiratorios (MURTONIEM et al., 2001; MURTONIEM et al., 2002).

Experimentos verificaram que cobaias expostas por um periodo de dois anos aos
conidiosporos de Aspergillus versicolor desenvolveram casos de mesotelioma pleural e
carcinoma pulmonar, demonstrando assim, que o Aspergillus versicolor € um fungo de
elevada periculosidade, capaz de causar danos severos (SUMI et al., 1987). Em outro
trabalho mais recente, Sumi et a. (1994), identificaram lesdes granulamentosas no
pulméo inteiro, especiamente ao redor dos bronquiolos, estendendo-se dos tubos
alveolares aos espacos aveolares, em cobaias expostas ao Aspergillus versicolor por um
periodo de seis meses. Desta forma a exposicéo prolongada de alunos, professores e
técnicos em anatomia, e conseguente inalacdo de conidiosporos em laboratérios de
anatomia humana contaminados pelo fungo, torna-se potencialmente perigoso a salde,
uma vez gque os alunos nem sempre utilizam equipamentos de protegdo e ndo conhecem
0s riscos reais a salde que o ambiente contaminado oferece; enfatizando ainda, os
técnicos e professores, que estdo expostos por mais tempo aos conididsporos e que com
0 passar dos anos “esguecem” das normas de seguranca, demonstrando uma alta

confianca no que fazem e ignorando os riscos a satide.

Para agravar ainda mais a contaminacdo ambiental e os riscos a satide dos alunos
e profissionais da anatomia, um recente trabalho publicado por Gorny et a. (2002),
relata a construcdo de uma camara de aerolizacdo, que mensurou a liberacdo de
propagulos fungicos de diversos fungos, inclusive do Aspergillus versicolor, em
ambientes fechados. Os resultados demonstraram que os fragmentos fungicos sdo
libertados das superficies contaminadas, em nimeros até 320 vezes mais altos que os
esporos. Estes resultados aumentam ainda mais a preocupacdo com a salde de pessoas
com histérico de rinite e asma, expostas em ambientes contaminados, pois tais

particulas apresentam uma reatividlade imunoldgica dta, exibindo o micélio uma
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reatividade imunoldgica ainda maior que a resposta induzida pelos esporos (FADEL et
al., 1992).

Desta forma, a presenca de esporos e particulas suspensas no ar é relatada
claramente como o0 comego de aergias sazonais, onde as particulas pequenas sdo
especialmente importantes a pacientes alérgicos porgue, tais particulas podem penetrar
imediatamente nos alvéolos pulmonares e provocar reagbes asmaticas (RANTIO;
VIANDER, 1994). Nesses termos podemos relacionar casos isolados de aergia de
origem desconhecida, no laboratério de anatomia, com a presenca dos esporos e dos
fragmentos liberados pelo fungo, fato esse que futuramente deve ser investigado, a fim
de evitar novos problemas, uma vez que a presenca do Aspergillus versicolor esta

caracterizada.

Outro agravante a sallde das pessoas expostas a0 Aspergillus versicolor € a
producdo da micotoxina esterigmatocistina pelo fungo (LEPOM; KLOSS, 1988), uma
micotoxina onipresente, precursora da aflatoxina B1, encontrada naturamente em
ambientes com problemas de proliferacdo de Aspergillus versicolor (TUOMI et d.,
2000; S'VAKUMAR et a. 2001).

A esterigmatocistina € uma micotoxina implicada em vérios estudos como
precursora de diversos tipos de canceres, fato esse que nos Ultimos anos tem despertado
muito interesse. Em estudos Xie (1990), sugere que a esterigmatocistina sgja um
carcinégeno potencial em humanos, visto que, cobaias expostas a micotoxinag,
desenvolveram adenocarcinoma do pulmao em 42.9% e hiperplasia atipica do estdbmago
glandular em 37.4%. Xie, (1993), sugere ainda que a esterigmatocistina possa ser um
carcinégeno para células gastricas. Céulas gastricas humanas, cultivadas in vitro, foram
tratas com solucéo de extrato de Aspergillus versicolor, (0.117mg de esterigmatocistina
por Kg cultivado de Aspergillus versicolor), demonstrando apds os experimentos perda
de inibicdo de contato e polaridade, ratificando ser a esterigmatocistina, um carcinégeno

potencial.
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Bem antes destes trabalhos, Fujii et a. (1976), em um estudo de toxicidade ja
havia verificado que pegquenas quantidades de esterigmatocistina induzem tumores de

pulméo e figado em ratos.

Em estudos Engelhart et al. (2002), quantificaram in vitro a producdo de
esterigmatocistina por Aspergillus versicolor isolados em pd de tapetes de habitacdes
contaminadas pelo fungo e concluiram que a micotoxina poderia acontecer
ocasionalmente em po de tapetes de ambiente fechados. Nestes termos também a
producdo de esterigmatocistina poderia ocorrer eventualmente em laboratérios de
anatomia, com problemas de proliferacdo de Aspergillus versicolor, sendo preciso
assim, futuras investigagdes para comprovar a producdo de esterigmatocistina pelos
fungos isolados nas pecas anatémicas e nos recipientes de descarte dos laboratorios de
anatomia humana, bem como, pesquisas e investigacdes no campo da sistemética para
promover uma compreensdo das reais implicacbes a salde, quando eventuais
exposi¢oes a micotoxinas em ambientes fechados (ROBBINS et a., 2000), uma vez que
muitos trabalhos discutem sobre 0s riscos reais quanto a exposicao as micotoxinas
(PAGE; TROUT, 2001; PITT et a., 2000; SUDAKIN, 1998).

Dentre as contestagOes quanto aos efeitos reais produzidos pelas micotoxinas,
Pitt et al. (2000) expbem que as micotoxinas e os fungos que as produzem ganham a
cada dia, importancia crescente como causa de doencas humanas, contudo as doencas
produzidas pelos fungos permanecem mal entendidas em nivel clinico. Albright, (2001),
relata ainda, que ha uma fata significativa de dados a respeito dos efeitos a salde
humana quanto a exposicdo aerotransportada de micotoxinas, visto que, muitos dos
dados disponiveis sdo de estudos e ingestdo em animais, sendo que, tais dados ndo
parecem demonstrar um elo definitivo entre exposi¢cao a micotoxinas e doengas. Relata
também que a extrapolacdo dos dados de toxicologia animal € questionada devido a
vérios fatores: 1. As variagOes de doses e as vias de exposi¢do para micotoxinas, bem
como as espécies animais trabalhadas, criam muita incerteza quando se tenta transferir a
exposicdo para humanos. 2. Os animais experimentais apresentam sensibilidades
variadas as diferentes toxinas fungicas. 3. O uso de dados animal para predizer perigo a

humanos, implica o desenho de muitas assuncoes.
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IntervencBes futuras onde exposicdo a micotoxinas € suspeita, deverdo ser
enfatizadas, visto a importancia da avaliagdo de risco e comunicagdo de risco, quanto a
exposicao para fungos toxigénicos, ja que € dificil investigar e confirmar determinados
problemas, dados os limites atuais do conhecimento epidemioldgico relativo a
exXposi¢ao para estes organismos e doencas relacionadas (SUDAKIN, 1998), bem como,
claramente, a prevencdo do desenvolvimento fungico e eventua producdo de
micotoxinas nas pegas anatbmicas e dentro do ambiente do laboratério de anatomia é
uma prioridade, juntamente com o desenvolvimento de estratégias para a eliminagdo de

condicdes que podem conduzir ao desenvolvimento fungico.

Portanto, tendo por base o0 descrito nos parégrafos anteriores, a protecdo pessoal
do sistema respiratério com maéascaras, bem como 0 uso obrigatério de luvas, sdo
recomendados fortemente aos alunos, professores e técnicos de anatomia humana, uma
vez que os casos isolados de aergia de origem desconhecida em nosso laboratorio
podem ser atribuidos tanto a presenca do Aspergillus versicolor, como ao formaldeido
utilizado na conservacdo das pegas anatbmicas, ja que, tanto os fungos como o
formaldeido presentes no ambiente sdo relacionados como indutores de problemas de
salide em ambientes escolares (DAISEY; ANGELL; APTE, 2003).

A evaporagdo do formaldeido de cadaveres em laboratérios de anatomia humana
pode produzir exposicoes altas entre os estudantes e instrutores (KEIL; AKBAR-
KHABZADEH; KONECNY, 2001). Desta forma, Uba et al. (1989) relatam uma
incidéncia de broncoconstricdo e sintomas respiratérios, sintomas agudos de irritacdo
nos olhos em estudantes de medicina expostos ao formaldeido em um periodo de sete
meses de aula. Relatam ainda, casos de asma e irritagOes respiratérias entre os alunos

com predisposicdo historica.

Desta forma levantamos um questionamento, sobre as aulas de anatomia, que
geramente sdo geminadas, fato esse que expdem os alunos por um periodo médio de
100 minutos, tempo suficiente para desencadear na maioria dos alunos irritagdes nos
olhos e nas vias respiratOrias superiores, fatos confirmado assm por Sauder et a.
(1987). No mesmo trabalho, Sauder et a. (1987), demonstraram ainda que a
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broncoconstricdo em asméticos ndo ocorre hum periodo menor ou igual a meia hora de
exposicies a 3 ppm de formaldeido. Desta forma uma reflexdo nos leva a crer que a
exposicdo prolongada de alunos com historico de asma, ao formaldeido no laboratério
de anatomia, poderia, juntamente com os fungos ser responsavel pela inducdo de casos

alérgicos, enfatizando-se assim a necessidade de novos estudos.

Em outros estudos, Grafstrom (1990), verifica a agdo toxica respiratoria e
carcinégena dos aldeidos em animais de laboratério, destacando o formaldeido como
um indutor de efeitos patobioldgicos associados com carcinogénese, ratificado por
Dallas, et a. (1992) que verificaram efeitos genotdxicos significantes, localmente em
macrofagocitos aveolares pulmonares, sugerindo assim, que exposi¢des prolongadas e
repetitivas a altas concentragdes de formaldeido, possam ser carcindgenas para ratos,
podendo desta forma equiparar 0 perigo para humanos expostos ao formaldeido por
periodos prolongados, como sugerido por Laforest et a. (2000), que demonstrou uma
relacdo significante, ente o cancer hipofaringeano e as exposi¢des a determinadas

concentracdes de formaldeido.

Desta forma, para maior protecdo e seguranca, Chia et al. (1992), sugerem que
escolas médicas deveriam adotar medidas mais concretas para reduzir a exposicéo de
estudantes ao formaldeido. Enquanto isso, embora ndo sgja a prética na maioria das
escolas médicas, os estudantes deveriam ter acesso pronto a Oculos de protecdo e

méscaras ao trabalhar em laboratorios de dissecagéo.

Observando o gréfico 1, referente a andlise da resisténcia dos conididsporos do
Aspergillus versicolor em diferentes concentracdes de formaldeido pelo método MTT,
pode-se observar que o formaldeido ndo inibiu totalmente o desenvolvimento flngico,
em nenhuma das concentragbes avaliadas, no periodo de 48 horas de exposicéo,
demonstrando assim, que a solugdo de formol a 10% utilizada no processo de fixacdo
dos cadaveres, pecas anatbmicas e visceras utilizadas no laboratério de anatomia é
ineficiente para eliminar toda atividade microbiana, contradizendo Burke e Sheffner

(1976) que afirmaram que as préticas de embalsamamento reduzem o perigo de
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transmissdo potencial de agentes microbianos infecciosos dentro do ambiente imediato

de restos humanos emba samados.

Mediante a seguranca nos resultados produzidos pelo méodo de MTT, que
habilita a quantificacdo precisa da proliferacdo hifélica dos fungos, bem como avalia
com seguranca a viabilidade dos esporos fungicos (STENTELAIRE et al., 2001;
MELETIADIS, et a., 2000), a confirmacdo que desinfeccdo pela solucdo de
formaldeido a 10% ndo é total, sugere que estudos futuros deverdo ser elaborados
visando o0 desenvolvimento e a adequacdo de novas formulas, visando o registro de
melhores resultados na conservacdo das pegas anatdbmicas e melhor desinfeccdo, uma
vez que, fungos do género Aspergillus, que foram encontrados contaminando as pegas
anatdbmicas e o0s recipientes de descarte, tanto neste trabalho, como no trabalho
apresentado por André et a. (2000), apresentam uma certa resisténcia aos efeitos
antimicrobianos de determinadas concentraces de formaldeido conforme mencionado
por Spicher; Peters, (1976).

Em outro trabalho, Ezeonu et a. (1995), promoveram a germinagdo de conidios
e o crescimento de Aspergillus versicolor, onde foram descobertos, uréia, formaldeido e
produtos organicos ndo identificados nos extratos de crescimento, ratificando assm, que
o Aspergillus versicolor € um fungo que apresenta resisténcia a determinadas

concentracdes de formaldeido.

Tais resultados levaram a crer que os fungos presentes nas pecas anatdbmicas
conservadas em solucdo de formaldeido a 10%, ndo morrem quando ficam submersos
na solucdo dentro das cubas, mas, poderiam estar num estado de dorméncia. Porém
quando as pecas sd0 retiradas das cubas e ficam sobre as bancadas por periodos
indeterminados, enquanto os estudos sdo efetuados, o formaldeido das pegas comeca a
evaporar, diminuindo sua concentragdo e, em uma curva inversa a concentragdo do
formaldeido, os conididésporos do Aspergillus versicolor comecariam a germinar,
contaminando assim o ambiente do laboratério, proporcionando desta forma, um risco a

salide dos ocupantes.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho e na bibliografia consultada,

conclui-se que:

1. Foi constatada a presenca de Aspergillus versicolor, tanto nas pecas anatbmicas
como no material de descarte;

2. A espécie encontrada mostrou-se resistente as concentragdes de 2,5 a 15% de
formaldeido, durante o periodo de 48 horas, enfatizando assim a necessidade da
substituicdo da solucdo de formaldeido por outras solugbes conservadoras que, se

possivel, sejam indcuas a salde ou, a0 menos, a ela oferecam menor risco.

3. Face aos graus de risco para a salide o Aspergillus versicolor oferece, apontados
na bibliografia consultada torna-se imprescindivel a adocéo de medidas preventivas de

protecdo para os usuérios dos laboratérios de anatomia.
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ANEXO A: Prancha de identificacho com o0s caracteres macroscopicos e

micr oscopicos.
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