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RESUMO

Nas ultimas décadas varios sintomas e doencas estdo sendo cada vez mais
frequentes e atribuidos a ambientes ocupacionais internos. Dessa forma, no presente
estudo, objetivou-se avaliar a eficiéncia do 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca
alternifolia) para remediagdo ambiental de fungos interiores em comparagcao com
outros trés agentes antifungicos: o alcool 70%, o acido acético 4% e um agente
multiuso comercial. Os fungos foram coletados em diferentes espacos do Centro de
Ciéncias de Balsas e posteriormente identificados em laboratério. Cada agente
antifuingico em comparagdo com o controle positivo (fenol 88%) e negativo (agua
destilada) foi avaliado quanto a inibicado do crescimento usando o método de difusao
em disco. Além disso, foi desenvolvido um codigo para tratamento e analise de
imagem no Python visando estabelecer com maior acuracia as comparagbes das
zonas de inibicao por agentes antifungicos e controles. Os géneros identificados com
maior ocorréncia foram Aspergillus, Fusarium e Trichosporon. Contudo, o género
Aspergillus foi isolado para os ensaios de inibi¢do devido a sua maior ocorréncia em
ambientes ocupacionais e domeésticos. Os resultados mostram a ineficiéncia das
solugdes de alcool 70% e &cido acético 4% e, a baixa eficacia do agente multiuso
comercial frente ao potencial do éleo essencial de melaleuca para remediacao de
fungos interiores. O uso da biblioteca OpenCV, do Python, trouxe maior precisdo ao
calcular a porcentagem das areas em que o crescimento fungico foi inibido pelos
agentes utilizados, através de uma contagem de pixels em imagens binarizadas. Os
dados mostram que o 6leo essencial de melaleuca foi o agente antifingico mais eficaz,
com resultados comparaveis ao controle positivo, podendo ter aplicacao difundida
para a remediagdo de ambientes internos, ocupacionais e domésticos, com

contaminacao fungica.

Palavras-chave: Ambientes internos. Fungos. Aspergillus. Antifingico. Oleo

essencial. Melaleuca.



ABSTRACT

In the last decades, several symptoms and diseases are being more and more frequent
and attributed to internal occupational environments. Thus, in the present study, the
objective was to evaluate the efficiency of tea tree essential oil (Melaleuca alternifolia)
for environmental remediation of indoor fungi compared to three other antifungal
agents: 70% alcohol, 4% acetic acid and a multipurpose agent. commercial. The fungi
were collected in different spaces of the Balsas Science Center and later identified in
the laboratory. Each antifungal agent compared to the positive (88% phenol) and
negative (distilled water) control was evaluated for growth inhibition using the disk
diffusion method. In addition, a code was developed for image treatment and analysis
in Python to establish more accurately the comparisons of zones of inhibition by
antifungal agents and controls. The genera identified with the highest occurrence were
Aspergillus, Fusarium and Trichosporon. However, the Aspergillus genus was isolated
for inhibition assays due to its higher occurrence in occupational and domestic
environments. The results show the inefficiency of 70% alcohol and 4% acetic acid
solutions and the low effectiveness of the commercial multipurpose agent against the
potential of tea tree essential oil for remediation of interior fungi. The use of Python's
OpenCYV library brought greater precision when calculating the percentage of areas in
which fungal growth was inhibited by the agents used, through a pixel count in
binarized images. The data show that tea tree essential oil was the most effective
antifungal agent, with results comparable to the positive control, and may have
widespread application for the remediation of internal, occupational and domestic

environments, with fungal contamination.

Keywords: Indoor environments. Fungi. Aspergillus. Antifungal. Essential oil. Tea

tree.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a economia mundial sofreu um rapido crescimento e o
processo de industrializacao progrediu de forma acelerada. Como resultado, as acdes
humanas resultaram em poluigcdo, degradagdo ambiental e mudangas climaticas,
entre outros problemas (SEIFOLLAHI-AGHMIUNI et al., 2022). Nesse contexto, a
remediacdo ambiental atua para anular os efeitos téxicos dos poluentes e restaurar o
meio ambiente a um estado limpo (GONCALVES JR., 2013), utilizando-se de uma
série de técnicas e processos seguros e amplamente estudados pela comunidade
cientifica (VINU; MADRAS, 2010).

O crescimento sofrido pela economia também modificou o estilo de vida das
pessoas, que agora passam uma parte substancial do seu tempo em ambientes
fechados (KLEPEIS et al., 2001). Nesses ambientes, a manuten¢éo inadequada, o
projeto deficiente do edificio ou as atividades dos ocupantes geralmente resultam em
uma condicdo chamada de “Sindrome do Edificio Doente” (SED), onde os ocupantes
sofrem com efeitos adversos a saude relacionados ao tempo gasto no edificio
(COOLEY et al., 1998). No que tange a saude ocupacional, a remediacdo ambiental

também precisa atuar.

Os dleos essenciais ja sdo bastante utilizados para auxiliar na saude e bem-
estar, pois apresentam efeitos anti-inflamatério, anticancerigeno, antioxidante e
antidiabético (BAYALA et al., 2014; EDRIS, 2007), antiespasmédico (CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2007), cardiovascular (FONTENELLE et al.,, 2008),
gastroprotetor (SOUZA et al., 2013) e também ja estdo presentes em tratamento de
problemas respiratorios, como a asma (SERRA et al., 2019). Podem ser definidos
como misturas complexas de compostos volateis e aromaticos isolados de plantas
inteiras ou s6 de alguma parte, como galhos, folhas, cascas, frutas, sementes ou
raizes (PADILLA-CAMBEROS et al., 2022).

Além disso, os 6leos essenciais tém sido relatados como agentes antifungicos
potentes e de amplo espectro que podem ser considerados candidatos eficazes para
complementar ou substituir fungicidas sintéticos e minimizar a contaminagédo por
micotoxinas (BAKKALI et al., 2008; PRAKASH et al., 2015; ZHENG et al., 2019).
Tendo em vista do que foi descrito, objetiva-se com este trabalho avaliar o potencial
antifungico do 6leo essencial comercial de melaleuca (tea free) para remediacao
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ambiental de fungos encontrados nos espagos internos do Centro de Ciéncias de
Balsas da Universidade Federal do Maranhao (UFMA).

1.1 JUSTIFICATIVA

A contaminacao fungica em ambientes internos tem sido associada a efeitos
adversos a saude humana. A remediacdao da contaminagdo desses microrganismos
requer a remogao dos fungos presentes e a modificacdo do ambiente interno para se
tornar menos favoravel ao crescimento (CHAKRAVARTY, 2013). No entanto, os
dados publicados sobre agentes quimicos adequados para a remediacédo de fungos

em interiores ainda sao limitados.

A maioria dos fungos formam esporos dormentes quando expostos a um
fungicida. Um agente antifungico eficaz deve, essencialmente, inibir o crescimento
presente e futuro, dos esporos dormentes que podem germinar quando o ambiente
for favoravel a eles. Alvejante, alcool e formaldeido estdo entre os produtos quimicos
usados no tratamento de fungos em superficies, contudo ndo inibem o crescimento
futuro (ROGAWANSAMY et al., 2015).

Nesse sentido, os 6leos essenciais vém apresentando grande potencial frente
aos produtos quimicos e agentes multiusos vendidos comercialmente. Em especial o
6leo essencial de Melaleuca alternifolia, planta da familia Myrtaceae, nativa da
Australia. Diversos estudos apontam a eficacia bactericida e fungicida desse 6leo
(BROPHY et al., 1989; EBANI et al., 2018; CHAKRAVARTY, 2013). Carson et al.
(2006) apresenta o mecanismo de agdo antimicrobiana, que consiste na quebra e
perda de fungdo da membrana celular, manifestada pelo vazamento de ions e inibi¢cdo

da respiracao.

As consequéncias socioeconbémicas de um ambiente ocupacional
contaminado vao desde a diminuicdo da produtividade, aos custos da mao de obra
para prover um ambiente saudavel e, principalmente, tratar problemas de saude
humana (BURGE, 2004). Dessa forma, o 6leo essencial de melaleuca pode ser um
6timo candidato para prover o bem-estar e melhorar a qualidade de ambientes

internos.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse estudo € avaliar o uso potencial do 6leo essencial
comercial de melaleuca (tea tree) para remediacédo ambiental de fungos interiores em
espacos do Centro de Ciéncias de Balsas da Universidade Federal do Maranhao
(UFMA).

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para a concretizacao do objetivo geral, as seguintes tarefas sdo necessarias:

e Realizar coletas utilizando placas de agar Sabouraud em diferentes espagos
do prédio administrativo do Centro de Ciéncias de Balsas;

e Identificar e inocular as espécies fungicas;

e Avaliar a inibicao do crescimento fungico utilizando agua destilada (controle
negativo), fenol 88% (controle positivo), acido aceético 4%, alcool 70%, 6leo
essencial comercial de Melaleuca alternifolia e um agente multiuso
comercial utilizando o método de difusdo em disco;

e Desenvolver um cédigo para tratamento e andlise de imagem no Python
visando estabelecer com maior acuracia as comparagées das zonas de

inibicdo por agentes antifungicos e controles.
1.3 ORGANIZACAO DO TRABALHO

O presente trabalho esta organizado como descrito a seguir. No ltem 2, é
realizada uma fundamentacao tedrica sobre fungos, sua morfologia, reproducéo e
adaptacao nutricional; doencas fungicas, sindrome do edificio doente, fungos
interiores e seus impactos socioeconémicos; e, a remediacdo ambiental de fungos
interiores, o potencial antifungico dos éleos essenciais e seus mecanismos de acgao.
O Item 3 é apresentada a metodologia abordada em cada etapa do trabalho. No Iltem
4, estdo todos os resultados expostos e discutidos. Por fim, no ltem 5 estdo as
consideracdes finais, bem como novos trabalhos que poderdo ser desenvolvidos
dando continuidade a este.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 FUNGOS

Os fungos fazem parte do reino Fungi e sdo seres quimio-heterotréficos,
multicelulares (com excecao das leveduras), e que se reproduzem, majoritariamente,
por esporos sexuados e assexuados (TORTORA, 2017). A seguir uma breve revisao
das principais caracteristicas morfolégicas, reproducéo, nutricdo e crescimento.

2.1.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Em fungos filamentosos e carnosos, as hifas sdo a unidade celular basica das
estruturas. As hifas individuais sdo pequenas e, com poucas exce¢oes, s6 podem ser
vistas apds ampliacao consideravel, variam de 0,5 a 20 um, com a maioria variando
de 2 a 10 um de diametro (BROOKS et al., 2014). As caracteristicas basicas de hifas
em fungos, vistas com o microscopio de luz comum, incluem parede celular, parede
cruzada ou septo, vacuolo, poro e, ocasionalmente, nucleos (Figura 1.a) (MORAES
et al., 2008). A maioria dos ndcleos fungicos sdo muito pequenos e muitas vezes sao
necessarias coloracdes especiais para observagdo. As células hifas podem ser
uninucleadas ou multinucleadas, mas muitos fungos de decomposigcdo tém células

binucleadas.

Septos ou paredes cruzadas funcionam como dispositivos de fortalecimento da
parede celular, mas também podem funcionar para manter a presséo de turgescéncia
ou como mecanismos de protecao no caso de células serem danificadas. Os sistemas
de hifas que sdo multinucleados sdo denominados cenociticos (Figura 1.b)
(CARVALHAES, 1999).
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Figura 1 — Caracteristicas das hifas e esporos.

Parede __| .
celular

==— Poro
— Nucleo———= \ | -
R \ |
4 14 | |
v l Esporo A '. |
=t— Septo l L l, | L
(a) Hifa septada (b) Hifa cenocitica (c) Crescimento de uma hifa a partir de um esporo

Fonte: Tortora (2017).

Ja as leveduras, sédo fungos unicelulares, pleomérficos e apresentam formas
esféricas, elipticas e alongadas (TORTORA, 2017). Em meios de cultura artificiais, as
leveduras produzem col6nias semelhantes a bactérias. As leveduras se reproduzem
por brotamento. Tanto na forma leveduriforme quanto na forma de pseudo-hifas, a
divisdo nuclear e a formacgao dos septos ocorrem perto do broto. Os brotos podem se
alongar e sio liberados como blastésporos (FRANCO; LANDGRAF, 1996). As vezes,
0s brotos se alongam, mas ndo se desprendem e produzem uma cadeia de hifas

alongadas como um filamento chamado pseudo-hifas.

2.1.2 REPRODUCAO

Os fungos se reproduzem por duas formas principais, reproducao assexuada e
sexuada. A reproducéo de fungos produz esporos que sao a unidade de dispersao e
sobrevivéncia de fungos sem embrido. Os esporos se separam de seus fungos-mae

e se desenvolvem em uma progénie individual (CARVALHAES, 1999).

Na reprodugé@o assexuada, ndo ocorre uniao de nucleos. Murray, et al. (2014),
resumidamente expde que a reproducdo se inicia com fissdo da célula-mae,
produzindo duas células-filhas semelhantes. Em seguida, a parede celular externa da
célula-mae se afina, uma nova parede celular interna e a membrana plasmatica sao
sintetizadas no local do brotamento. Ocorre mitose e o conidio (esporo) fica com o
nucleo-filho. O septo entre o conidio em desenvolvimento e sua célula-mae é formado

a partir de um anel de quitina. O septo ajuda na separacao dos conidios, o0 que deixa
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uma cicatriz de broto na parede da célula-mae. O processo finaliza com a
fragmentacao de hifas e formacao de esporos. Os esporos podem germinar e originar

um novo fungo (Figura 1.c).

Ja a reproducdo sexuada ocorre pela unido de dois talos compativeis
(homotalicos ou heterotalicos). Nos fungos heterotalicos existem na natureza os tipos
de gametas, masculino e feminino, designados como A e a (ou + e -). Os fungos
homotalicos ndo requerem tipos de gametas distintos. A organela sexual dos fungos
é chamada de gametangio. Os gametangios masculinos e femininos sdo conhecidos
como anteridio e oogonio, respectivamente. A unido de talos compativeis é seguida
pela fusdo dos gametangios (plasmogamia). Em alguns fungos, o tricégino (uma hifa
especializada) esta presente ao redor do gametangio feminino e recebe o gameta
masculino. O gameta masculino € um espermatozoide uninucleado (microconidio) ou
macroconidio multinucleado, formado diretamente no micélio masculino (tipo +) ou em
uma estrutura especializada chamada espermogo6nia. O tricdgino recruta um ndcleo
fertilizante do gameta masculino que entra no gametangio feminino e ocorre a fusao
de dois nucleos haploéides (cariogamia). A cariogamia produz um nucleo dipléide que
sofre meiose para reduzir o numero de cromossomos em haploides novamente.
Alguns dos nucleos da progénie degeneram e em algumas espécies de fungos ocorre
mitose pés-meidtica (TRABULSI; ALTHERTHUM, 2015; MADIGAN et al.,, 2016;
TORTORA, 2017).

2.1.3 NUTRICAO E CRESCIMENTO

Os fungos sdo organismos quimio-heterotréficos. Eles usam compostos
quimicos organicos como fonte de energia e carbono. Eles obtém sua nutricao por
absorgao (osmotréfica) tanto do ambiente (saprofito) quanto do hospedeiro (parasito).
A maioria dos fungos sapréfitos cresce aerobicamente em meio de cultura artificial a
20-30°C. As leveduras patogénicas e a fase leveduriforme de fungos dimoérficos
preferem crescer a 37°C (FRANCO; LANDGRAF, 1996; MADIGAN et al., 2016).

Trabulsi e Altherthum, (2015), explicam que a alta umidade, pH &cido (3,8-5,6),
alta concentracao de agucar (4-5%), carbono, fésforo, enxofre e tracos de potassio,
magnésio, ferro e calcio sdo necessarios para o crescimento ideal dos fungos. A
peptona e a queratina na pele atuam como uma fonte de nitrogénio. O nitrogénio é
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necessario para a sintese de aminoacidos para a construcao de proteinas, purinas e
pirimidinas para &cidos nucleicos, glucosamina para quitina e varias vitaminas. A
maioria dos fungos usa nitrogénio como nitrato que € reduzido a nitrito e depois a
aménia. Nenhum deles pode fixar diretamente nitrogénio. Além disso, o crescimento
dos fungos é mais lento que o das bactérias, e suas culturas precisam, em média, de
7 a 15 dias ou mais de incubacédo (TRABULSI; ALTHERTHUM, 2015).

2.2 DOENCAS FUNGICAS

Infeccdes fungicas, também chamadas de micoses, sao infeccoes crénicas de
grande preocupacao para a saude publica, devido sua incidéncia em pacientes com
outras doencgas e a crescente taxa de mortalidade (REDDY et al., 2022). Além da
dificuldade em atacar células fungicas sem afetar as outras células eucariéticas do
organismo, 0 aumento da resisténcia a antifungicos faz-se necessario entender os
mecanismos bioldgicos que regem o surgimento e a manutencao da resisténcia afim

de criar novas estratégias para impedi-los (IYER et al., 2022).

Tortora (2017) divide as micoses em grupos. Podem ser sistémicas, cutaneas
e subcutaneas, superficiais ou oportunistas, dependendo do grau de lesao aos tecidos

e da forma como entra no hospedeiro.

2.2.1 MICOSES SISTEMICAS

As micoses sistémicas séo infec¢des profundas que entram no hospedeiro por
algum o6rgao interno, normalmente causadas por fungos que vivem no solo
(TORTORA, 2017). Geralmente a infeccao inicia-se nos pulmades, trato digestivo ou
seios paranasais, em seguida, espalha-se pelo sangue, causando doencas
disseminadas com manifestacdes cutaneas (CARRASCO-ZUBER et al.,, 2016).
Podem ser oportunistas em situacdes de imunossupressdo, ou seja, quando o
hospedeiro tem alguma doenca pulmonar, esta sob tratamento com antibiéticos ou
com o sistema imunolégico debilitado por drogas ou disturbios (CURBELO et al.,
2015). A seguir, alguns exemplos de micoses sistémicas endémicas e oportunistas.
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2.21.1 BLASTOMICOSE

Blastomicose é uma micose termicamente dimérfica endémica da América do
Norte. O organismo responsavel pela doenca é o Blastomyces dermatitidis (Figura
2.b) e a infeccao é tipicamente adquirida a partir da inalagdo do organismo, mas
também pode ocorrer a partir da inoculagéo direta apds algum trauma (CASTILLO et
al., 2016).

Clinicamente, a blastomicose causa reacdo granulomatosa cronica e
supurativa, que pode apresentar lesdes verrucosas, ulceradas ou ndédulos
subcutaneos (Figura 2.a) (MCBRIDE et al., 2017).

Figura 2 — Lesao verrucosa (a) causada pelo Blastomyces dermatitidis (b).

Fonte: Adaptado de Butt (2020) e Marty et al. (2013).

A fisiopatologia normalmente envolve uma infeccdo pulmonar primaria.
Manifestagdes cutaneas de blastomicose pulmonar sdo comuns e s&o relatadas em
até 60% dos pacientes. No entanto, a blastomicose cutadnea primaria € relatada com
menor frequéncia (SACCENTE; WOODS, 2010).

2.2.1.2 PARACOCCIDIOIDOMICOSE

A paracoccidioidomicose € uma micose crbnica, subaguda ou, em casos raros,
aguda causada por Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii. Afeta a pele
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e O6rgaos viscerais. Essa doenca sistémica potencialmente fatal é considerada
endémica no México, Argentina, Guiana, Brasil, Venezuela e Colémbia (BONIFAZ et
al., 2011). P. brasiliensis (Figura 3.b) € um fungo dimérfico que cresce como micélio
na vegetacao e solo em regides umidas. Nao se sabe se a transmissdao de humano
para humano ocorre (MARQUES, 2012). O fungo entra no corpo através do sistema
respiratério. As infecgdes adquiridas por inalacado podem permanecer latentes por 1
ou 2 décadas e a reativacao depende do estado imunologico (BATALHA et al., 2014).

A infeccao primaria tende a ser assintomatica e pode deixar uma leséo residual
(Figura 3.a). A paracoccidioidomicose cronica, que geralmente afeta adultos, é a
forma mais comum da doenca, cerca de 90% dos pacientes desenvolvem lesdes
pulmonares e metastases em diversos 6rgaos (MARQUES, 2012).

Figura 3 — Adenopatia inflamatéria e cicatrizes de linfonodos supurativos anteriores na regido cervical
(a), causados pela Paracoccidioides brasiliensis (b).

Fonte: Adaptado de Marques (2012) e Mendes (2015).

Os pacientes também podem desenvolver lesées na mucosa orofaringea,
mimetizando amigdalite crénica, lesdes periodontais e laringeas, e lesbes ulcero-
vegetativas periorais. Também pode haver lesées cutédneas nodulares que podem se
tornar necroticas ou resultar em abscessos subcutaneos (TANGODA et al., 2012).

2.2.1.3 HISTOPLASMOSE



19

A histoplasmose americana ou doenca de Darling € uma micose sistémica
causada pelo fungo dimorfico Histoplasma capsulatum e afeta principalmente o
sistema reticuloendotelial (BONIFAZ et al., 2011).

O pulmao é o local mais comum de infecg¢ao primaria. O fungo pode se espalhar
posteriormente para varios érgaos, incluindo a pele (CHANG; RODAS, 2012). A
histoplasmose é a infec¢do fungica pulmonar mais comum e ocorre em todo o mundo,
com casos relatados em mais de 60 paises. O patdgeno é particularmente prevalente
em regides com climas tropicais, como América Central e do Sul, leste dos Estados
Unidos e sul do México. E encontrado no solo, matéria organica em decomposicao,
nos excrementos de morcegos (NAVARRETE-DECHENT et al., 2015) e de algumas
aves, como galinhas, perus, pombos e gansos (PEREZ et al., 2012).

Figura 4 — (a) Radiografia de térax e (b) tomografia computadorizada mostram nédulos
simetricamente distribuidos causadas pela histoplasmose aguda.
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Fonte: Dylewski, 2011.

Noventa e cinco por cento das pessoas infectadas com histoplasmose nao
apresentam manifestagcées clinicas. Segundo Perez (2012), na forma aguda da
doenga, os sintomas variam de sintomas semelhantes a gripe a manifestagées mais
complexas com imagens radiolégicas mostrando calcificacbes disseminadas e
achados semelhantes aos observados na tuberculose (Figura 4).

2.2.1.4 ASPERGILOSE
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A aspergilose € a micose pulmonar primaria entre pacientes criticos, sendo as
espécies mais comuns Aspergillus fumigatus (Figura 5.b), Aspergillus flavus,
Aspergillus niger e Aspergillus terreus (GARNACHO-MONTERO et al., 2013). Sao
adquiridos por inalacdo de conidios, que em um individuo imunocompetente sao
erradicados por macréfagos alveolares e neutréfilos. A doenga se desenvolve quando
essa linha de defesa se rompe ou, mais raramente, em situagbes de inalagéao
excessiva de conidios, como ocorre durante deslizamentos de terra ou grandes
catastrofes (TUNNICLIFFE et al., 2013). Varias formas clinicas pulmonares tém sido
descritas, sendo a mais importante a aspergilose pulmonar invasiva (API),
aspergiloma e aspergilose pulmonar crénica.

A API é a forma mais grave de aspergilose, com mortalidade em torno de 50%.
E causada pela proliferacdo massiva de Aspergillus sp., com invaséo tecidual e alto
tropismo vascular, promovendo isquemia e disseminagdo. Fatores de risco graves
incluem neutropenia prolongada em pacientes com neoplasias hematolégicas,
células-tronco hematopoiéticas e transplantes de 6rgaos sélidos, particularmente
pulmao e coragdo (FORTUN et al., 2012). Outros fatores considerados intermediarios
incluem internacdo em unidade de terapia intensiva, doenga pulmonar obstrutiva
cronica tratada com corticosteroides inalatérios ou sistémicos, quimioterapia e
radioterapia, AIDS, etc (TUNNICLIFFE et al., 2013).

A API progride com febre, tosse, expectoracdo, hemoptise, dispneia e dor
pleuritica. Acometimento traqueobrénquico pode ser observado, principalmente no
transplante pulmonar. Se disseminar, a pele, sistema nervoso central, figado e rins
podem ser afetados (MEHRAD et al., 2001).

Ja o aspergiloma é uma bola fungica composta por hifas, fibrina, muco e detritos
celulares, que se desenvolvem dentro de uma cavidade pulmonar preexistente
causada por tuberculose, cancer, etc (Figura 5.a). No geral, & clinicamente
assintomatica ou manifesta sintomas locais limitados a tosse e/ou hemoptise que pode
ser grave (WALSH et al., 2008).



Figura 5 — Em (a) uma bola fungica (seta) é visivel em uma cavidade pulmonar, enquanto a
infiltracdo nos campos pulmonares diminuiu; (b) Aspergillus fumigatus, um dos principais causadores
de apergiloma.

Fonte: Adaptado de Hayashi (2002) e Khudor (2021).

Por ultimo, a aspergilose pulmonar crénica compreende um amplo espectro de
sinais e sintomas clinicos decorrentes da infecgdo cronica ou subaguda por
Aspergillus sp. E causada pelo crescimento fungico local, predominantemente nos
lobos inferiores. O principal fator de risco € a doencga pulmonar cronica que gera algum
grau de imunossupressao local: tuberculose, outras infecgées micobacterianas, asma
e doenca pulmonar obstrutiva crbénica tratadas com corticosterdides, cancer de
pulmao e bolhas. Esta associada a polimorfismos de lectina de ligacao de manose,
deficiéncia de surfactante e baixa producao de interferon (KOSMIDIS; DENNING,
2015; PATTERSON; STREK, 2014).

2.2.1.5 PNEUMOCISTOSE

A micose é causada pelo Pneumocystis jirovecii, um fungo atipico, adquirido
por via aérea, ainda na infancia (MORRIS et al., 2008). O principal fator de risco para
o desenvolvimento dessa micose é a infeccao pelo HIV. Pode, no entanto, ocorrer
também em outros estados imunossupressores mediados por células comuns a outras
micoses (SEPKOWITZ, 2002; FILLATRE et al., 2014). E importante notar que os
agentes imunossupressores mais citados sao os corticosteroides, particularmente em
associagdo com aumentos ou redugdes de doses previamente altas (YALE et al.,
1996; RODRIGUEZ et al., 2004).
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A sindrome clinica em pacientes com infec¢ao pelo HIV é subaguda, com febre,
tosse seca e dispneia progressiva, além de astenia generalizada e perda de peso.
Entretanto, em pacientes imunossuprimidos sem infeccéao pelo HIV, o quadro clinico
€ mais agudo, o progndstico é pior e as taxas de insuficiéncia respiratdria aguda,
necessidade de suporte ventilatério e mortalidade sdo maiores (BOLLEE et al., 2007;
CERON et al., 2014; ROUX et al., 2014). Alguns autores associam esse aumento da
mortalidade em pacientes sem infeccédo pelo HIV com estado de imunossupressao
mais grave e com atraso no diagndstico e tratamento, uma vez que a suspeita de

pneumocistose nao é tao forte (KOVACS et al., 1984).

2.2.1.6 CRIPTOCOCOSE

A criptococose é uma micose sistémica causada por uma levedura
encapsulada do género Cryptococcus. As duas espécies mais comuns Ssao
Cryptococcus neoformans (Figura 6.b) e Cryptococcus gatii. Os pulmdes sdo a
principal via de entrada do patégeno (NEGRONI, 2012). As manifestagcbes clinicas
variam desde colonizagdo pulmonar assintomatica até disseminacao sistémica. A

principal manifestagao clinica é a meningoencefalite (TRISTANO, 2010).

Figura 6 — Lesdes papulonodulares umbilicadas no pescogo e tronco superior (a), causadas pelo
Cryptococcus neoformans (b).

Fonte: Adaptado de Tabassum et al. (2013) e, Recio e Perez-Ayala (2018).

A forma mucocutanea € o resultado da disseminagédo da infeccao de outros
focos em pacientes com doenca disseminada. Apresenta-se como papulas e nédulos
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subcutaneos na face e pescoco (Figura 6.a), principalmente em pacientes com
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana em estagio avancado de AIDS
(NAVARRETE-DECHENT et al., 2015).

2.2.2 MICOSES CUTANEAS

Micoses cutaneas, ou dermatomicoses, sdo causadas por fungos filamentosos
e queratinoliticos chamados dermatdfitos, e sdo infec¢des superficiais que ocorrem
em estruturas queratinizadas do hospedeiro (epiderme, cabelo e unhas). Estima-se
que sua prevaléncia € em cerca de 20% dos humanos, sendo mais comuns em
regides de clima quente e facilmente transmitidas por contato (FAWAY et al., 2019).

Alguns exemplos de micoses cutaneas estdo descritos a seguir.

2.2.2.1 TINEA CAPITIS

A tinea capitis € uma infecgdo causada por fungos dermatofitos que acometem
a pele do couro cabeludo e hastes capilares. A doenca afeta mais comumente
criancas de 3 a 7 anos, mas pode eventualmente afetar adultos. O aumento da
prevaléncia da tinea capitis nas ultimas décadas e a mudanga no padrdo dos
dermatéfitos causadores da doenca tém sido observados nos ultimos anos
(MICHAELS; ROSSO, 2012). Os agentes etiolégicos da tinea capitis variam de acordo
com a regido geografica, condicoes climaticas e contexto socioecondmico da
populacédo. Clinicamente, existem areas de queda de cabelo, com hastes pilosas
tonsuradas, associadas a presenca de descamacao, inflamacao e pustulas (Figura
7.a) (RUDNICKA et al., 2013).
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Figura 7 — Lesdes combinadas com perda de cabelo (a), causadas pelo Microsporum canis (b).
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Fonte: Adaptado de Mandras et al. (2019) e Wang et al. (2021).

Embora o exame micoldgico direto e a cultura dependem do procedimento de
coleta e do equipamento a ser realizado (AQIL et al., 2018). Nesse contexto, a
tricoscopia pode ajudar a diferenciar infeccoes microspéricas de Trichosporon e
monitorar a resposta ao tratamento.

2.2.2.2 TINEA NIGRA

Tinea nigra € uma micose superficial causada pelo fungo dematiaceo Hortaea
werneckii (Figura 8.b), que ocorre predominantemente em dreas de clima tropical e
subtropical. Clinicamente, manifesta-se como uma macula acastanhada ou
enegrecida de pigmentacgao irregular que ocorre classicamente nas palmas das maos
(Figura 8.a) e plantas dos pés (CRIADO et al.,, 2013). Geralmente apresenta
crescimento progressivo, que pode estar associado a descamacéo.
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Figura 8 — Ocorréncia de macula enegrecida na palma da mao (a), causada pelo fungo Hortaea
werneckii (b).

Fonte: Adaptado de Rossetto e Cruz (2012) e Mahajan (2022).

O exame micoldgico direto revela hifas septadas demaceas e o agente
etiolégico é isolado em cultura, confirmando o diagnéstico (ROSSETTO et al., 2014).

2.2.2.3 PITIRIASE VERSICOLOR

A pitiriase versicolor € uma infeccao fangica superficial causada por leveduras
do género Malassezia, um fungo dimorfico lipofilico, que acomete as camadas
superficiais da epiderme. Clinicamente, apresenta lesdes hiper e hipopigmentadas,
redondas ou ovais, descamativas (Figura 9.a), localizadas no tronco, membros
superiores e face, geralmente assintomaticas, embora alguns pacientes relatem
prurido leve (KAUR et al., 2019). Ha uma discreta predominancia de ocorréncia no

sexo masculino, sendo a faixa etaria de maior ocorréncia a de 11 a 20 anos.
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Figura 9 — Lesdes descamativas de aspecto circinado (a), causadas pelo Malassezia sympodialis (b).

Fonte: Adaptado de Framil et al. (2008) e Nishiyama (2015).

Os fungos do género Malassezia (Figura 9.b) fazem parte da flora cutanea,
mas tornam-se patogénicos em situa¢des de desequilibrio imunoldgico. O diagnédstico
da pitiriase versicolor é geralmente clinico em casos de apresentacao e localizacao
caracteristicas (RENATI et al., 2015).

2.2.3 MICOSES SUBCUTANEAS

As micoses subcutaneas, também referidas como micoses de implantacédo, sdo
infecgdes causadas pela invasdo da pele e tecido subcutdneo por fungos saprofitos
presentes no solo e vegetacao (WELSH; ARENAS, 2012). A rota tipica de entrada
para o fungo € a inoculacao traumatica através de material contaminado, como lascas,
espinhos ou outros objetos pontiagudos (SAMAILA; ADBULLHI, 2011). As infec¢des

a seguir sdo exemplos de micoses subcutaneas.

2.2.3.1 ESPOROTRICOSE

A esporotricose € uma infeccdo subaguda ou crbnica causada por fungos
dimérficos, sendo o mais comum o Sporothrix schenckii (Figura 10.b). Esses fungos
sdo universais, embora sejam mais comuns em areas tropicais e subtropicais
(RAMOS-E-SILVA et al., 2012). A incidéncia estimada de esporotricose na América
do Sul esta entre 48 e 60 casos por 100.000 habitantes por ano (LYON et al., 2003).
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Apenas alguns casos autoctones foram relatados na Espanha e em outras partes da
Europa, e a maioria dos casos nessas areas sao importado (DIAS et al., 2011).

Os agentes causadores pertencem a um complexo de espécies conhecido
como S. schenckii (OLIVEIRA et al., 2014), que compreende Sporothrix brasiliensis,
Sporothrix mexicana, Sporothrix luriei, Sporothrix pallida e Sporothrix schenckii, que é
o mais comum dos cinco (MARIMON et al., 2007). A inoculacdo traumatica por
Sporothrix spp. resulta em uma infeccao crénica caracterizada por lesées nodulares

no tecido cuténeo e subcutaneo associadas a linfangite na area afetada (Figura 10.a).

Figura 10 — Lesbes nodulares (a), causadas pelo fungo Sporothrix schenckii (b).

Fonte: Adaptado de Rios et al. (2018) e, Bonifaz e Sanchez (2015).

Sporothrix spp. vivem na vegetacéo, plantas ou restos vegetais no solo e,
portanto, as infec¢cdes sdo mais comuns em trabalhadores agricolas e pessoas que
trabalham em areas abertas. A esporotricose é considerada uma doenca ocupacional
em guardas florestais, horticultores, jardineiros e trabalhadores rurais em geral
(RAMOS-E-SILVA et al., 2012). Alcoolismo e diabetes também tém sido descritos
como fatores de risco. A imunossupressao, independentemente da causa, também é
fator predisponente para doenca disseminada ou sistémica (WELSH; ARENAS, 2012).
A doenga também pode ser adquirida pela manipulacdo do fungo em ambiente
laboratorial. Além disso, um caso de epidemia no sul do Brasil em que a esporotricose
foi transmitida aos humanos através de arranhaduras de gatos, sugere que pode ser
uma infecgédo zoonética (RODRIGUES et al., 2013).

2.2.3.2 CROMOMICOSE
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A cromomicose, também conhecida como cromoblastomicose, é uma infeccao
fingica polimérfica cronica da pele e do tecido subcutaneo. E causada por vérias
espécies de fungos melanizados ou demaceos, que produzem um pigmento escuro.
As formas parasitarias desses fungos sdo chamadas de células fumagoéides ou
muriformes (corpos escleréticos) (PINDYCKA-PIASZCZYNSKA et al., 2014).

As espécies mais comuns que causam cromoblastomicose sdo Fonsecaea
pedrosoi, Fonsecaea monophora, Cladophialophora carrionii, Phialophora verrucosa
e Rhinocladiella aquaspersa (BONIFAZ et al., 2010). A maioria dos pacientes tem
histéria de lesdo traumatica envolvendo madeira ou vegetacao, e mais de 80% sao
trabalhadores rurais na Africa, Asia e América do Sul que tendem a andar descalgos
(TORRES-GUERRERO et al, 2012). Os fungos responsaveis pela
cromoblastomicose foram encontrados em todo o mundo, embora sejam mais comuns

em paises tropicais e subtropicais.

O fungo geralmente penetra na pele através de uma lesao cutanea, tipicamente
localizada nos membros inferiores. Cerca de 1 ou 2 meses depois, o individuo
infectado desenvolve uma papula que evolui para um nodulo verrucoso de
crescimento lento (Figura 11) (SOLORZANO et al., 2011).

Figura 11 — Les6es moderadas causadas por cromoblastomicose.

Fonte: Adaptado de Queiroz-Telles et al. (2016).

A infecgdo é limitada ao tecido subcutaneo e néo se espalha para musculo ou

0sso, exceto em pacientes imunocomprometidos. Lesbes individuais podem
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desenvolver uma aparéncia espessa de couve-flor e a superinfeccao bacteriana é
comum. Linfedema secundario, possivelmente progredindo para elefantiase, e

carcinoma de células escamosas podem ocorrer (TORRES-GUERRERO et al., 2012).

2.2.3.3 FEOHIFOMICOSE

A feohifomicose é um grupo heterogéneo de micoses causadas por fungos de
paredes escuras (dematiaceos) (MARTINEZ-LAMAS et al., 2014). Esses fungos sdo
encontrados em todos os climas, embora sejam mais comuns em climas tropicais. Na
ultima década houve um aumento nos casos entre pacientes imunossuprimidos com
infecc@o pelo HIV ou AIDS, receptores de transplantes e pacientes diabéticos, entre
outros (OGAWA et al., 2014). Os agentes causadores mais comuns sao Exophiala
spp., Bipolaris spp., Curvularia spp., Pleurophomopsis spp., Phaeoacremonium spp.
e Alternaria spp. Os fungos sao encontrados principalmente em detritos organicos.

Figura 12 — N6dulo eritematoso e duas outras papulas eritematosas exulceradas no dorso da mao.

Fonte: Kondo et al. (2014).

Apés trauma local ou inoculagdo com material estranho, os pacientes
desenvolvem uma lesdo solitdria de crescimento lento (geralmente um cisto ou
nédulo, ou possivelmente uma placa ou abscesso) normalmente localizada nas
extremidades (Figura 12) (OGAWA et al., 2014). O diagnéstico diferencial deve
incluem lipomas, cistos epidérmicos ou sinoviais, fibromas, cistos de corpo estranho
e abscessos bacterianos (RUSSO et al., 2010).
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2.2.3.4 HIALOHIFOMICOSE

A hialohifomicose é causada por fungos hialinos (hifomicetos) que formam hifas
septadas no tecido (PERUSQUIA-ORTIZ et al., 2012). Essa classificacdo, no entanto,
€ bastante arbitraria, pois existem muitos tipos de hifomicetos terrestres e aquaticos.
Apenas alguns organismos, no entanto, podem causar infecgdes, a maioria das quais
sao oportunistas em humanos (BORDOLOI et al.,, 2015). A maioria dos géneros
envolvidos na hialohifomicose sdo morfologicamente idénticos quando observados
em cortes teciduais e desencadeiam a mesma resposta patoldégica (GROSSMAN et
al., 2012). Os fungos que frequentemente causam infecgbes ou tém outra
caracteristica particularmente distinta sdo atribuidos a uma categoria diferente (como
a Aspergilose). A inoculacdo traumatica causa abscessos, cistos e lesdes
semelhantes a tumores (CHADE et al., 2003).

Os agentes mais comuns envolvidos na hialohifomicose sédo Aspergillus
(fumigatus, niger, flavus), Scopulariopsis spp., Fusarium spp., Acremonium recifei,
Paecilomyces spp., Purpureocillum spp., e Neoscytalidium spp. podem ser
encontrados em qualquer tipo de solo, madeira ou material vegetal em decomposigcéao
(GROSSMAN et al., 2012). Acometem individuos de ambos 0s sexos e em qualquer

idade, e a imunossupressao nao é condicao necessaria para a infeccao.

2.3 SINDROME DO EDIFICIO DOENTE

Durante as ultimas décadas, varios sintomas e doengas tém sido cada vez mais
atribuidos a ambientes internos ndo industriais. Em geral, a exposicdo interna a
perigos quimicos, fisicos e biolégicos nocivos ocorrem em niveis baixos. No entanto,
ao contrario das exposi¢oes industriais ou acidentais, essas exposi¢oes internas de
baixo nivel sdo muito comuns (SELTZER, 1995; LEDFORD; LOCKEY, 1994).
Doencas associadas a ambientes internos sdo um dos problemas de saude ambiental
mais comuns que a maioria dos médicos enfrenta (ROSENSTOCK, 2004).

O termo sindrome do edificio doente (SED) refere-se a queixas nao especificas,
incluindo sintomas irritativos respiratérios superiores, dores de cabeca, fadiga, e
erupgao cutanea, que geralmente estdo associadas ao agrupamento de pessoas que
ocupam um determinado edificio por seu padrao temporal de ocorréncia (BURGE,
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2004). Ghaffarianhoseini, et al. (2018), apresentou um espectro de cinco contribuintes,
incluindo contribuinte fisico (e.g., sistema de aquecimento, ventilacdo e ar
condicionado, AVAC), contribuinte biolégico (e.g., contaminacao flungica), contribuinte
quimico (e.g., Composto Organico Volatil, COV), contribuinte psicossocial (e.g.,

ambiente de trabalho mondétono) e contribuinte individual (e.g., tendéncia genética).

Nesse contexto, a prevencao e remediacdo de SED tém atraido intenso
interesse de pesquisa com crescente conscientizacao sobre os papéis do ambiente
construido na garantia da saude, bem-estar e produtividade dos ocupantes
(SHAFAGHAT et al., 2015; YUKSEL et al., 2021). A SED tem sido relatada com
frequéncia crescente desde a década de 1970, a medida que edificios mais antigos e
naturalmente ventilados foram substituidos por edificios mais herméticos e eficientes
em termos de energia (TEIXEIRA et al., 2005; SILVA, 2017).

2.3.1 FUNGOS INTERIORES

Esporos fungicos sdo componentes comuns do ar interno e externo. No
entanto, os fungos tornaram-se uma das principais causas de queixas de baixa
Qualidade do Ar Interior (QAI) em ambientes ocupacionais (FUNG et al., 2003; BIRD
et al., 2012). Estéo entre os contribuintes biolégicos causadores da SED (COOLEY et
al., 1998) e associados a efeitos adversos a saude, incluindo dor de cabeca, alergia,
asma, irritagcdes, problemas respiratérios, micoses, e varios outros problemas de
saude nao especificos (BURGE, 1990). Mais de 80 géneros de fungos estao
associados a sintomas de alergias do trato respiratério e infec¢des sistémicas, como
Cladosporium, Alternaria, Aspergillus e Penicillium entre os géneros mais comuns
(DHARMAGE et al., 2002). Muitos fungos podem produzir Compostos Orgéanicos
Volateis Microbianos e micotoxinas, que podem resultar em irritagdo da membrana

mucosa, erup¢oes cutdneas, tontura, ndusea e imunossupressao (JACOBS, 2011).

Os fungos sao capazes de crescer em ambientes internos onde ha umidade
suficiente e uma fonte de nutricdo, como madeira, tinta e isolamento, e liberam
esporos como parte de seu processo reprodutivo (CASANZ, 2002). Espécies de
fungos encontradas em ambientes fechados geralmente refletem aquelas no ambiente

externo, embora as concentragdes possam mudar sazonalmente ou localmente, onde
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o ambiente interno é favoravel ao crescimento de espécies especificas (TAYLOR et
al., 2013).

Aspergillus € um género considerado onipresente em ambientes ocupacionais
e domésticos. Podem secretar numerosas micotoxinas no ambiente (KELLER et al.,
2005). As micotoxinas sao produzidas durante reagbes enzimaticas consecutivas
através de varios produtos intermediarios bioquimicamente simples do metabolismo
primario de acetatos, mevalonatos e alguns aminoacidos. Aspergillus produz algumas
das micotoxinas mais significativas conhecidas, incluindo aflatoxina, gliotoxina e
ochratoxina A (PITT, 1994). A gliotoxina, metabdlito secundario, tem atraido maior
interesse em A. fumigatus por causa de suas potentes propriedades
imunossupressores e citocidas, e o fato de que pode ser facilmente detectada durante
a infecgdo experimental e no soro de pacientes com aspergilose (MULLBACHER,;
EICHNER, 1984; LEWIS et al., 2005).

Esses fungos normalmente entram em um edificio através de sistemas de
aquecimento, ar condicionado e ventilagao, janelas, portas e como contaminantes em
materiais de construgéo. Li et al., (1997), ressaltam que altos niveis de umidade
prolongados em um edificio fornecem as condigdes necessarias para o crescimento e

esporulagéo.

Existem varias diretrizes internacionais de QAIl para fungos disponiveis, mas
normalmente as diretrizes da Organizagdo Mundial da Saude sdo adotadas. Como as
relacdes entre umidade, exposicdo microbiana e efeitos na saude nao podem ser
quantificados com precisao, “nenhum valor ou limiar quantitativo baseado em saude
pode ser recomendado para niveis aceitaveis de contaminagdo com microrganismos”
(WHO, 1983), recomenda-se que problemas relacionados a umidade e mofo sejam
prevenidos e rapidamente remediados quando ocorrerem para reduzir o risco de
exposicdo perigosa aos fungos e as substancias quimicas produzidas por eles
(TAYLOR et al., 2013; BURGE, 1990).

Quando se trata do Brasil, hd uma dificuldade em encontrar padrées de
referéncias atuais e legislacao voltadas para esse tema. Existem algumas diretrizes
para instalagdo de sistemas de climatizacao. A Portaria n® 3.523, de 28 de agosto de
1998, do Ministério da Saude, resolve:
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Art. 12 — Aprovar Regulamento Técnico contendo medidas basicas referentes
aos procedimentos de verificagdo visual do estado de limpeza, remocéo de
sujidades por métodos fisicos e manutencédo do estado de integridade e
eficiéncia de todos os componentes dos sistemas de climatizacao, para
garantir a Qualidade do Ar de Interiores e prevengao de riscos a salude dos
ocupantes de ambientes climatizados. (BRASIL, 1998)

A Resolugao ANVISA n? 09, de janeiro de 2003, determina a publicacao de
Orientacdo Técnica elaborada por Grupo Técnico Assessor, sobre Padrdes
Referenciais de Qualidade do Ar Interior (fungos até 750 UFC/m?3), em ambientes
climatizados artificialmente de uso publico e coletivo (BRASIL, 2003). E a Lei n®
13.589, de 4 de janeiro de 2018, que dispde sobre a manutengéo de instalagbes e
equipamentos de sistemas de climatizacdo de ambientes (BRASIL, 2018).

2.3.2 IMPACTO SOCIOECONOMICO

Nas ultimas décadas, muitos estudos mostraram associagdes entre a
exposicdo interna ao mofo e problemas de saude respiratéria. Meta-analises e
revisbes sistematicas forneceram evidéncias consistentes de relagbes entre
exposicao a mofo e asma (FISK et al., 2007), e a incidéncia e exacerbagédo de asma
e rinite (CAILLAUD et al., 2018; KANCHONGKITTIPHON et al., 2015; MENDELL et
al., 2011)

As consequéncias econdmicas da sindrome do edificio doente relacionam-se
a diminuicdo da produtividade resultante do ambiente de trabalho, dos custos da
mao de obra, de prover um ambiente saudavel e, principalmente, com a saude
humana (BURGE, 2004). Esses fatores variam muito em diferentes paises e

ambientes.

Nos Estados Unidos, o custo anual total para a sociedade atribuivel a umidade
e mofo é de 3,7 bilhdes de ddlares para rinite alérgica, 1,9 bilhdo para bronquite
aguda, 15,1 bilhdes para morbidade por asma e 1,7 bilhdo para mortalidade por
asma (MURRADI, 2016). No Canadd, os custos diretos e indiretos com doencgas
respiratorias chegam a mais de 8 bilhées de dbélares (LANTHIER-VEILLEUX et al.,
2016).
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Na Europa, o Comité Executivo do Parlamento Finlandés (2013) salientou que
poderiam ser feitas poupang¢as muito substanciais dando prioridade a prevengéao e
remediacdo de ambientes doentes. Os custos de saude para a sociedade
relacionados a danos por umidade e exposi¢cao a mofo na Finlandia sao estimados
em 450 milhdes de euros por ano, o que corresponde a 0,17 por cento do PIB do
pais em 2014, ao qual o custo continuo de reabilitacdo de edificios mal conservados
(sistema de ventilacéo, reparacao de danos causados pela agua, etc.). Além disso,
0 custo anual para os municipios da reabilitacdo de bens publicos danificados por
humidade e bolor é de 5 bilhdes de euros. Na Suécia, o Conselho Nacional de
Habitacdo, Construcdo e Planejamento (2010) estimou que o custo total de ter
menos de 5% dos edificios suecos com danos relacionados a umidade em 2020
seria entre 8 e 10 bilhdes de euros.

No Brasil, de acordo com dados fornecidos pelo Sistema Unico de Satde
(SUS), entre janeiro de 2017 e dezembro de 2019, ocorreram 260 mil internagdes
em decorréncia da asma (um numero inferior comparado a internagdes por
pneumonia, bronquite, enfisema e outras doengas pulmonares), somente em redes
de saude publica e complementar, custando 149,3 milhdes de reais (NASCIMENTO,
2020).

2.4 REMEDIACAO AMBIENTAL DE FUNGOS INTERIORES

Para minimizar o potencial de exposicdo a fungos interiores, é essencial
remediar 0 espaco interno com contaminacao fungica visivel. Chakravarty e Kovar
(2013) afirmam que o processo de remediacdo envolve a remocado de material de
construgcéo visivelmente contaminado e o uso de um agente antifungico para tratar
superficies, em conjunto com etapas para modificar o ambiente interno e evitar o

crescimento futuro de fungos.

Um agente antifungico pode ser um composto quimico ou um organismo
biol6gico, mas sua eficiéncia depende, essencialmente, da sua capacidade de inibir o
crescimento presente e futuro de fungos. Para remover fungos de superficies
contaminadas € comum a utilizacdo de solucdo de vinagre, solugédo de alcool e,
principalmente, produtos de limpeza multiuso (KEMP; NEUMEISTER, 2015).
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Contudo, fungicidas de origem “natural” estdo recebendo cada vez mais
atencdo. Ha um interesse crescente na eficacia de compostos como os dleos
essenciais em aplicacdo ambiental. Além do uso agricola (ROCHA-NETO et al., 2019;
NASCIMENTO et al, 2016), ja4 existem alguns estudos sobre seu uso na
contaminagao fungica interna (DIAZ-ALONSO et al., 2021; MISHRA et al., 2021).

2.4.1 POTENCIAL ANTIFUNGICO DE OLEOS ESSENCIAIS

Os Obleos essenciais (OEs) sado misturas complexas de mais de 60
componentes bioativos diferentes isolados de plantas inteiras ou sé de alguma parte,
como galhos, folhas, cascas, frutas, sementes ou raizes (PADILLA-CAMBEROS et
al., 2022). Com base em sua via metabdlica, os componentes séo classificados em
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides (aromaticos), podendo ser
oxigenados ou ndo (BAKKALI et al., 2008).

Os OEs tém sido relatados como agentes antifungicos potentes e de amplo
espectro que podem ser considerados candidatos eficazes para complementar ou
substituir fungicidas sintéticos e minimizar a contaminag¢ao por micotoxinas (BAKKALI
et al., 2008; PRAKASH et al., 2015; ZHENG et al., 2019).

Entre os efeitos antifungicos dos OEs descritos na literatura, alguns
estabeleceram a eficacia bactericida e fungicida do éleo essencial de Melaleuca
alternifolia, planta da familia Myrtaceae da Austrélia (et al., 1989; EBANI et al., 2018).
Muitos membros desta familia sdo Uteis economicamente para uso medicinal e
comercial (LANG; BUCHBAUER, 2012). Estudos anteriores sobre os éleos essenciais
de muitas Myrtaceae mostraram que essas plantas possuem uma ampla gama de
atividades bioldgicas, notadamente seu potencial antimicrobiano associado aos seus
principais componentes quimicos a-terpineno, y-terpineno e terpinen-4-ol (Figura 13)
(NUZHAT; VIDYASAGAR, 2013).

Figura 13 — Estrutura quimica do a-terpineno, y-terpineno e terpinen-4-ol.
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Fonte: Autoria prépria.

Os OEs de cravo e alecrim sdo conhecidos por possuirem propriedades
antifungicas in vitro contra varias espécies de fungos (ANGIONI et al., 2004; FU et al.,
2007; OMIDBEYGI et al., 2007). Além disso, nas ultimas décadas, um numero
significativo de pesticidas a base de OEs foi desenvolvido e ja estd disponivel
comercialmente em alguns paises europeus € nos EUA (PRAKASH et al., 2015).
Curiosamente, a maioria desses produtos inclui OEs de cravo e alecrim em sua

COmpOosigao.

Seixas, et al. (2011), relatam a reducéo do crescimento micelial in vitro do fungo
Fusarium subglutinans pelo OE de capim-citronela (Cymbopogon nardus), uma planta
originada do Sri Lanka e da india. Resultados semelhantes foram alcangados com
6leo essencial de manjericao (Ocimum gratissimum), que inibiram totalmente o
crescimento dos fungos Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Phytophthora sp. e
Alternaria alternata (Benini et al.,, 2010). Da mesma forma Diniz, et al. (2008),
verificaram a agao fungicida do 6leo de Mentha arvensis L., a hortela-japonesa, no
crescimento micelial dos fungos Aspergillus sp., Penicillum rubrum e Fusarium

moniliforme.

O 6leo essencial de pimenta longa (Piper hispidinervum) também apresentou
acao inibitéria ao crescimento do fitopatégeno Bipolaris sorokiniana, em baixas
concetragdes, e para Fusarium oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides em
concentracdes maiores (Zacaroni et al., 2009). Silva e Bastos (2007) obtiveram
resultados semelhantes contra os fungos Crinipellis perniciosa, Phytophthora
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palmivora e Phytophthora capsici, indicando, portanto, boas perspectivas para uso
desses 6leos no controle dos fitopatogenos.

2.4.2 MECANISMO DE ACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

O mecanismo de toxicidade dos 6leos essenciais em uma célula microbiana é
fortalecido pelos tipos e componentes quimicos presentes em cada 6leo. Por exemplo,
a presenca de conteudo fendlico em OEs apresenta maior especificidade para a
inibicdo do crescimento microbiano com base em seu grupo hidroxila efetivo em
estruturas quimicas, que auxiliam na ruptura da estrutura da membrana plasmatica e
assim desorganizam a permeabilidade da membrana, interferindo na atividade da
enzima do ciclo de Krebs. Por outro lado, os terpendides em OEs afetam criticamente
os acidos graxos da membrana plasmatica, levando a alteracdo na dinamicidade da
membrana, permeabilidade e vazamento de constituintes citoplasmaticos
(BOUYAHYA et al., 2019). No entanto, constituintes quimicos semelhantes de OEs
podem apresentar efeitos diferentes quando aplicados a outro microrganismo,
dependendo da variabilidade da espessura da membrana, composicao e atividades

metabdlicas celulares.

A eficacia antifungica dos OEs depende da presenca de diferentes constituintes
bioativos, que interagem e apresentam efeitos sinérgicos, aditivos e complementares
(SOKOVIC et al., 2010). Terpenodides, alcoois e terpenos fendlicos na forma
oxigenada aumentam precisamente a atividade antifingica dos OEs (BASSOLE;
JULIANI, 2012).

2.4.21 EFEITO SOBRE O ERGOSTEROL DA MEMBRANA

A maioria das hipéteses sobre a atividade antifungica dos OEs foi proposta
devido a sua natureza hidrofébica afetando a sintese de ergosterol na membrana
plasmatica de fungos (HYLDGAARD et al., 2012; DWIVEDY et al., 2016). O ergosterol
é especifico da membrana plasmatica do fungo e responsavel por manter a fluidez,
viabilidade e integridade da membrana e Util para a biogénese de diferentes enzimas
ligadas a membrana (PEREIRA et al., 2015). Além da desestabilizagdo direta da
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membrana plasmatica, o efeito dos OEs no ergosterol da membrana é outro

mecanismo vital de agédo antifungica.

Tian et al. (2012) estudaram a inibicao dose-dependente da producao de
ergosterol de membrana em A. flavus ap6s aplicagao do OE de Anethum graveolens
e sugeriram a membrana plasmatica como um local de acdo chave do OE. Eles
observaram que o decréscimo na producdo de ergosterol estava relacionado a
interferéncia na sintese da parede celular, o que afetaria ainda mais a morfologia
celular do A. flavus. Varios OEs, como Rosmarinus officinalis, Piper betle, M. cardiaca
e Cistus ladanifer, foram relatados com agéo inibitéria a sintese de ergosterol em
células fungicas (BASAK; GUHA, 2017; DWIVEDY et al., 2017; UPADHYAY et al.,
2018; BOMFIM et al., 2020).

2.4.2.2 EFEITO NO VAZAMENTO DE iONS CELULARES

A desestabilizagdo da membrana plasmatica pelos OEs leva ao vazamento de
ions celulares vitais, como K*, Ca?* e Mg?*. Este desequilibrio citoplasmatico de ions
vitais através da membrana plasmatica causa alteracdo metabdlica e eventual morte
celular. O OE de pimenta dioica, por exemplo, pode causar a desorganizacdo da
membrana em A. flavus, facilitando a liberagcdo de ions K*, Ca’* e Mg®** em
concentracdes subletais e letais (CHAUDHARI et al., 2020). Kiran et al. (2016)
relataram a atividade de ruptura da membrana celular do éleo de C. zeylanicum em

A. flavus, também levando ao efluxo de ions K*, Ca®* e Mg?* no meio extracelular.

2.4.2.3 EFEITO NO POTENCIAL DA MEMBRANA MITOCONDRIAL

Os OEs tém um efeito proeminente na permeabilidade e fluidez da membrana
plasmatica, danificando assim as estruturas proteicas da membrana. Eles podem
interagir com organelas celulares, como mitocdndrias, ribossomos, reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi, resultando em reducdo do potencial da
membrana, desintegracdo da bomba de prétons e, ainda, inibicdo da enzima H*-
ATPase, util para a desenvolvimento de gradientes eletroquimicos e manter o pH
celular através da membrana. Além disso, os OEs também afetam a succinato
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desidrogenase e a malato desidrogenase nos processos respiratorios (BAKKALI et al.,
2008; HU et al., 2017).

Nogueira, et al. (2010), observaram as alteragdes estruturais na membrana
plasmatica e no sistema endomembranoso mitocondrial em A. flavus apds aplicacéo
do OE de Ageratum conyzoides. Ju, et al. (2020), investigaram a eficacia sinérgica de
eugenol e citral em Penicillium roqueforti e demonstraram um aumento significativo do
seu potencial na membrana mitocondrial, que colapsou ainda mais as vias
metabolicas celulares baseadas em energia. Além disso, disturbios no potencial de
membrana mitocondrial dificultam as vias de sinalizagdo e etapas-chave para a

apoptose celular.

2.42.4 EFEITO NO DNA E NA EXPRESSAO GENICA

Os acidos nucleicos (DNA e RNA) desempenham um papel importante em
atividades celulares vitais, como crescimento, desenvolvimento e processos
metabdlicos subsequentes por regulamentos de transcricao e traducao. Além disso, a
expressao de materiais genéticos rege a sintese e o metabolismo das proteinas
celulares (LAPPA et al., 2017). Portanto, o crescimento normal e a reproducao das
células fungicas sédo afetados apds a aplicacao de OEs, e seus componentes, por
danificar o conteudo nuclear (KHOURY et al., 2016). Zhou et al. (2018) investigaram
as mudancas no perfil do transcriptoma de genes diferentemente expressos (GDES)
em Penicillium expansum por tratamento com decanal (componente de 6bleo
essencial). O numero de GDEs foi aumentado juntamente com a extensao da duragéo
da aplicacdo com decanal devido ao acumulo de componentes fungistaticos celulares.
A regulacao positiva de GDEs foi observada ap6s aplicagdo a longo prazo de P.
expansum com decanal que leva ainda a geracado de moléculas de estresse celular

que culminam na morte celular.

Hu, et al. (2021), demonstraram a atividade antifungica do OE de Perilla
frutescens contra A. flavus por analise do transcriptoma de GDEs envolvendo
metabolismo de aminoacidos, permeabilidade de membrana, estresse oxidativo e
desenvolvimento de esporos. Eles observaram a regulacdo negativa da expressao
dos genes brlA e vosA apés o tratamento com EO, suprimindo assim a germinagao
de conidios e a reproducéo assexuada em A. flavus. Além disso, o OE também causou
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desregulagéao de dois genes reguladores do ciclo celular diferentes mih1 (sintetiza a
proteina tirosina fosfatase que promove a entrada na fase M da mitose por reacoes
de desfosforilacdo) e nimE (produz treonina/serina quinase para entrada na fase
mitdtica) e colapsou as vias reguladoras do ciclo celular, inibindo assim o crescimento

e 0 metabolismo celular.

Figura 14 — Efeitos sobre o ergosterol da membrana celular, no vazamento de ions, no potencial da
membrana mitocondrial e no DNA e expresséo génica.
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Fonte: Adaptado de Maurya et al. (2021).
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3. METODOLOGIA
3.1 CARACTERIZACAO DA AREA E DO OBJETO DE ESTUDO

O Centro de Ciéncias de Balsas da Universidade Federal do Maranhao
(UFMA), localizado na MA-140, KM 04, foi o local onde se desenvolveram as
atividades desse estudo. Os edificios comegcaram a ser construidos em 2013, mas o
campus sé foi inaugurado 7 anos depois, devido a morosidade nos trabalhos e
diversos problemas que surgiram na obra, como inundagées, infiltragbes e outras

deficiéncias, o que tornaram os materiais de construgéo bons substratos para fungos.

Figura 15 — Imagem de satélite do Centro de Ciéncias de Balsas da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA), localizando o edificio administrativo.

Fonte: Adaptado de Google Earth (2022).

Pouco tempo depois da inauguracdo do campus foi preciso suspender suas
atividades como resposta a pandemia de Coronavirus (COVID-19), como previsto pela
Lei n® 13.979, de 6 de fevereiro de 2020, que estabelece as medidas para
enfrentamento da emergéncia de saude publica de importancia internacional (BRASIL,
2020).

A coleta de amostras de microrganismos presentes no ar interior foi realizada

no edificio administrativo (Figura 15) durante 24 horas, devido ao periodo no qual
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permaneceu fechado, sendo propicio para o crescimento e proliferagéo de fungos em

seus ambientes internos.

3.2 MATERIAIS

Em todas as etapas do estudo foi utilizado agar dextrose Sabouraud (SDA, por
sua sigla em inglés), da KASVI®, que é um meio usado para o isolamento, cultivo e
manutencao de espécies nao patogénicas e patogénicas de fungos e leveduras. O pH
foi ajustado para aproximadamente 5,6 (0,2 a 25°C) para aumentar o crescimento de
fungos, especialmente dermatoéfitos, e para inibir levemente o crescimento bacteriano

nas amostras.

Ja para os ensaios de inibicao foram usados quatro agentes antifungicos, o
6leo essencial comercial de Melaleuca alternifolia, que foi extraido por destilacdo a
vapor, solucao de alcool 70%, solucao de acido acético 4% e um agente multiuso

comercial.

3.3 METODOLOGIA DA PESQUISA

O presente estudo possui carater quali-quantitativo. No primeiro momento foi
realizado um levantamento das espécies fungicas presentes no local de interesse. E,
em seguida, com os dados obtidos nos ensaios de inibicao, foi possivel expressa-los

de forma grafica e comparativa.

3.4 PROCEDIMENTO METODOLOGICO

3.4.1 AMOSTRAGEM

As amostras foram coletadas em placas SDA. Para o preparo do meio,
suspendeu-se 22g do agar dextrose Sabouraud em 330 mL de agua destilada. A
suspensao foi deixada em um agitador magnético com aquecimento, a 60°C, até sua
completa dissolucao. Em seguida foi autoclavado a 120°C por 15 min. O meio SDA foi
distribuido em oito placas de Petri esterilizadas.
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Apoés a solidificagéao do meio, as placas foram distribuidas aos pares em quatro
comodos diferentes do edificio administrativo, do CPBL/UFMA, e mantidas nesses
ambientes por 24 horas. Passado esse periodo, as placas foram recolhidas e

incubadas por 7 dias a 26°C.

3.4.2 IDENTIFICACAO E INOCULACAO DAS ESPECIES FUNGICAS

Apds 7 dias de incubacgéo, as colbnias fungicas mais comuns, entre todas as
placas, foram superficialmente levantadas com fita adesiva em |aminas de vidro e
coradas com azul-de-metileno por 5 minutos antes da observacéao e identificacdo por

microscopia optica.

Para isolar as culturas, foram feitas raspagens das col6nias identificadas,
usando hastes flexiveis de algodao, e preparadas suspensdes de esporos com 3 mL
de uma solucao de cloreto de sédio (a 0,9%). Cem microlitros de cada suspensao de
esporos foram inoculadas em placas SDA. As placas foram embrulhadas em papel
filme, incubadas a 26°C e observadas quanto ao crescimento dos fungos.

3.4.3 ENSAIOS DE INIBICAO

O ensaio de difusao em disco de Ficker (2003) foi usado para avaliar o efeito
inibitério de quatro agentes antifingicos (6leo essencial comercial de melaleuca,

alcool, acido acético e um limpador multiuso) no crescimento do fungo interior.

Primeiramente foi preparada uma suspensao de esporos em 3 mL de cloreto
de sddio (a 0,9%), como no ltem 3.4.2, mas dessa vez fazendo a raspagem da coldnia
isolada do fungo. Em seguida, 100uL da suspenséao de esporos foram espalhados na
placa SDA e deixada secar a temperatura ambiente por 15 min (Figura 17).

Em cada teste usou-se 5 discos de papel filtro com 6 mm de didmetro cada. Os
discos foram embebidos com um agente e sobrepostos no meio apdés os 15 min de
secagem, a distribui¢do foi feita como na Figura 16.
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Figura 16 — Distribuigdo dos discos de papel filtro em forma de pentagono sobre o meio previamente
inoculado pela suspensao de esporos.

DISCO DE PAPEL FILTRO

PLACA DE PETRI

Fonte: Autoria prépria.

Uma solucdo com concentragdo a 88% de fenol foi usada como controle
positivo e agua destilada estéril foi usada como controle negativo. As placas foram
seladas com papel filme e incubadas a 26°C por 3 dias antes da observagao do
crescimento de fungos e formacéao de zonas de inibicao ao redor dos discos.

Figura 17 — O teste de inibigao realizado em duas etapas, iniciou-se com a inoculagédo da suspensao
de esporos e, em seguida, feita sobreposicao dos discos de papel filiro com o agente antifungico.

Fonte: Autoria prépria.
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O teste foi feito em triplicata para cada agente. Um agente foi considerado como
tendo atividade antifungica quando o didametro da zona de inibicdo era maior que 6,5
mm, ou seja, 0,5 mm maior que o didmetro do disco de papel. E um valor que serve
como referéncia, quanto maior a area da circunferéncia da zona inibida, maior a

eficacia do agente antifungico.

3.4.4 ANALISE DE DADOS

As comparacoes das zonas de inibicao por agentes antifungicos e controles
foram realizadas através de plotagem grafica e célculo da area de inibicao pelos
softwares Excel e Python V.3. A sequéncia de algoritmos usada para a andlise no
Python V.3 é de autoria prépria.

Para o tratamento das imagens capturadas das placas utilizou-se a biblioteca
OpenCV. Os algoritmos a seguir foram usados na etapa de importacao das imagens
e remocao do plano de fundo, deixando somente as placas:

import cv2
import numpy as np
import os

def mask(img) :

gray = cv2.cvtColor (img, cv2.COLOR BGR2GRAY)

th, threshold = cv2.threshold(gray, 0, 255,
CVZ.THRESH_BINARY_INVICVZ.THRESH_OTSU)

contours = cv2.findContours (threshold, cv2.RETR TREE,
cv2.CHAIN_APPROX_SIMPLE)[—2]

contours = sorted(contours, key=cv2.contourArea)

for contour in contours:

if cv2.contourArea (contour) > 10000:

break
mask = np.zeros (img.shape[:2],np.uint8)
cv2.drawContours (mask, [contour],-1, 255, -1)
mask = cv2.bitwise and(img, img, mask = mask)

gray = cv2.cvtColor (mask, cv2.COLOR BGR2GRAY)
th, threshold = cv2.threshold(gray, 0, 255,
cv2.THRESH BINARY+cv2.THRESH OTSU)

(y, x) = np.where(threshold == 255)

(t_y, t x) = (np.min(y), np.min(x))

(b_y, b %) = (np.max(y), np.max(x))

cut = mask[(t_y-5):(b_y+5), (t_x-5): (b _x+5)]
rename = " CUT".join (os.path.splitext (data))
cv2.imwrite (os. path.join('cortes/', rename), cut)

for data in os.listdir('testes/")
img = cv2.imread(os.path.join('testes/', data))
mask (img)
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Em seguida, para a binarizagdo das imagens, processo no qual as cores da

imagem s&o convertidas em preto e branco:

def

for

binario (img) :

img = cv2.cvtColor(img, cv2.COLOR BGR2GRAY)

blurl = cv2.GaussianBlur (img, (7, 7), 0)
(T, bin) = cv2.threshold(blurl, 190, 255, cv2.THRESH BINARY INV)
binl = cv2Z.bitwise and(img, img, mask = bin)

imgbl = cv2.cvtColor (binl, cv2.COLOR BGR2GRAY)
blur2 = cv2.GaussianBlur (imgbl, (7, 7), 0)

(T, bin2) = cv2.threshold(blur2, 30, 255, cv2.THRESH BINARY)
rename = " BIN".join (os.path.splitext (data))
cv2.imwrite (os.path.join('bin/', rename), bin2)

data in os.listdir('cortes/"'):
img = cv2.imread(os.path.join('cortes/', data))
binario (img)

E por fim, para céalculo do percentual da cor branca, que se refere a area de

inibicéo:

def inibido (img) :

branco = [255, 255, 255]
diff = 0
limites = [([branco[2]-diff, branco[l]-diff, branco[0]-diff]

[branco[2]+diff, branco[l]+diff, branco[0]+diff])]

for (inferior, superior) in limites:
inferior = np.array(inferior, dtype=np.uint8)
superior = np.array(superior, dtype=np.uint8)
mask = cv2.inRange (img, inferior, superior)
resultado = cv2.bitwise and(img, img, mask=mask)

taxa branco = cv2.countNonZero (mask)/ (img.size/3)
print ('Porcentagem inibida: ', np.round(taxa branco*100, 2))

cv2.imshow ("images", np.hstack([img, resultado]))
cv2.waitKey (0)

for data in os.listdir('bin/"'):

img = cv2.imread(os.path.join('bin/', data))
inibido (img)

Os resultados obtidos no Python V.3 foram exportados para o Excel, onde foi

calculada a area de inibicao e plotados os graficos comparativos, tanto para as areas

quanto para os diametros de inibicdo medidos manualmente.
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4. RESULTADOS

4.1 AMOSTRAGEM

As placas foram distribuidas em quatro salas, nomeadas aqui como S1, S2, S3
e S4, todas com sistema de ar-condicionado. Entretanto, ao longo de todo o edificio
ja é possivel observar a presenga do mofo preto, causado pelo fungo Aspergillus niger
(Figura 18).

Figura 18 — Mofo preto observado no ambiente interno do edificio administrativo.

Fonte: Autoria prépria.

Passadas as 24 horas de exposigao ao ar interior desses ambientes e os 7 dias
de incubagéo, as placas apresentaram um crescimento ndo s6 do Aspergillus niger,
mas diversos outros géneros de fungos, alguns identificados no ltem 4.2. As placas
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gue apresentaram maior crescimento e diversidade de colénias foram as expostas nas
salas S1, S3 e S4 (Figura 19).

Figura 19 — Crescimento dos fungos nas placas expostas em (a) S1, (b) S3, (c) S4, e (d) S2 com o
menor crescimento.

Fonte: Autoria propria.

Além do Aspergillus niger, consequéncia das infiltragbes no edificio, diversos
outros fungos presentes nas placas sdao causadores de micoses sistémicas
oportunistas, cutdneas e subcutineas. Essa quantidade elevada é também um

indicador de baixa qualidade do ar e indicio da sindrome do edificio doente.

4.2 IDENTIFICACAO E INOCULAGAO DAS ESPECIES FUNGICAS

Para a andlise no microscépio éptico (utilizando objetivas de 10X e 40X), foram
selecionadas as colbnias que visivelmente eram mais comuns entre todas as placas.
Os géneros identificados com maior ocorréncia foram Aspergillus, Fusarium e
Trichosporon.
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O género Aspergillus, comum em ambientes internos e responséavel pela
aspergilose e hialohifomicose (consultar ltens 2.2.1.4 e 2.2.3.4), estava presente em
todas as placas. Foram identificadas pelo menos trés espécies, o Aspergillus niger,

Aspergillus flavus e Aspergillus terreus (Figura 20).

Figura 20 — Visao macroscopica e microscopica (objetiva de 40X) dos fungos (a) Aspergillus niger, (b)
Aspergillus flavus e (c) Aspergillus terreus.

Fonte: Autoria propria.
A observacdo macroscopica do A. niger (Figura 20.a) revela que seu
crescimento inicial € branco, com textura similar ao algoddo, mas muda para preto
apoés alguns dias produzindo esporos conidiais; microscopicamente, os conidiéforos
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sao saliéncias de hifas septadas e hialinas, e as cabegas dos conidios sao radiais,
gue é uma caracteristica comum entre as espécies desse género (MOKOBI, 2021). O
A. flavus também produziram col6nias brancas e veludosas, mas que se tornam
verde-amareladas (Figura 20.b), um pigmento dos esporos dos conidios. E o A.

terreus produziram col6nias marrom-amareladas (Figura 20.c).

Ja o género Fusarium, que costuma ocorrer no solo e vegetagdes, responsavel
pela fusariose e também hialohifomicose, estava presente em todas as placas,
contudo, em menor quantidade e crescimento. Foram identificadas duas espécies, o

Fusarium oxysporum e Fusarium proliferatum (Figura 21).

Figura 21 — Visao macroscopica e microscopica (objetiva de 40X) dos fungos (a) Fusarium
oxysporum e (b) Fusarium proliferatum.

Fonte: Autoria prépria.

As colénias do género Fusarium formaram micélios aéreos cotonosos de
coloragdo roxa (Fusarium oxysporum, Figura 21.a) e branca-rosada (Fusarium
proliferatum, Figura 21.b). Microscopicamente, foi possivel observar os

macroconidios hialinos, septados, fusiformes ou com tipico aspecto “em forma de
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foice”, caracteristico do género, muitas vezes com célula apical alongada e célula
basal pedicelada (APARECIDO; ROSA, 2019).

Por ultimo, o género Trichosporon, grupo responsavel por causar micoses
superficiais (consultar Item 2.2.2), estava bastante presente nas amostras da sala S1.

A Unica espécie identificada foi o Trichosporon asahii (Figura 22).

Figura 22 — Visdo macroscopica e microscopica (objetiva de 10X) do fungo Trichosporon asabhii.
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Fonte: Autoria prépria.
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As caracteristicas macromorfolégicas encontradas no T. asahii incluem textura
veludosa, topografia rugosa, aspecto seco e opaco, e coloracdo amarela e branca.
Microscopicamente, havia a presenga de blastoconidios, hifas e pseudo-hifas
(SANTOS; SILVA, 2011).

O género selecionado para os ensaios de inibicao foi o Aspergillus, considerado
onipresente em ambientes ocupacionais e domésticos. Além da sua provavel ligacao
com as infiltragbes sofridas pelo edificio, seu crescimento é visivel em muitas salas e
corredores, e podem secretar numerosas micotoxinas no ambiente (KELLER et al.,
2005).

4.3 ENSAIOS DE INIBICAO

Os testes com os controles positivo e negativo tiveram resultados esperados.
Nas placas com fenol ndo houve crescimento fungico (Figura 23.a), em contrapartida,
nas placas com agua destilada, a inibicao foi imperceptivel (Figura 23.b).
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Figura 23 — Resultados para os testes realizados com o (a) controle positivo (88% de fenol) e (b)
controle negativo (agua destilada).

Fonte: Autoria prépria.

Nos testes com alcool, na concentracdo de 70%, as culturas cresceram sobre
os discos, impossibilitando sua identificagdo no meio (Figura 24.a). Dessa forma, os
discos com alcool, em contato direto, ndo possuem efeito inibitério consideravel. E o
acido acético, a 4%, tampouco teve efeito inibitério no crescimento fungico (Figura
24.b).
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Figura 24 — Resultados para os testes realizados com (a) 70% de éalcool, e (b) 4% de acido acético.

Fonte: Autoria prépria.

Ja o agente multiuso comercial apresentou efeito inibitério, criando uma zona
de inibicao média de 9,8 mm de diametro (Figura 25). Mas tendo em vista o propésito
antimicrobiano do produto, seu potencial de inibicdo contra um género comum de

fungo interior é limitado.

Figura 25 — Resultados para os testes realizados com o limpador multiuso.

Fonte: Autoria prépria.
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Em contra partida, os discos com o 6leo essencial comercial de Melaleuca
alternifolia em contato direto mostrou ter o maior efeito inibitério sobre o crescimento
fungico ap6s o periodo de incubagéao (Figura 26), em comparagdo com 0s outros
agentes testados. O diametro médio da zona de inibicdo foi de 40,2 mm,

significativamente maior do que os demais e comparavel aos resultados do fenol.

Figura 26 — Resultados para os testes realizados com o éleo de melaleuca, préximos aos obtidos no
controle positivo da Figura 22.a.

Fonte: Autoria prépria.

No grafico da Figura 27 esta a comparagao entre os didmetros das zonas de
inibicao do crescimento das colonias de Aspergillus com os agentes antifungicos e os

controles.

Figura 27 — Comparagéo entre os didmetros das zonas de inibigdo nos testes realizado com cada
agente antifungico.
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Fonte: Autoria prépria.
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Como as zonas de inibicdo ndo eram exatamente circulares, o que ocasiona
em alguns erros de medigao e uma baixa precisao, a aplicagao da biblioteca OpenCV,
do Python, visou solucionar esse problema e trouxe maior acurdcia ao calcular a

porcentagem da area em que o crescimento fungico foi inibido.

No tratamento prévio das imagens, o programa foi capaz de contornar o objeto
de interesse (a placa) na imagem e remover o plano de fundo (Figura 28.a). Em
seguida, realizou a binarizacao, ou seja, converteu as cores para preto e branco com
base no contraste da imagem e no limiar determinado no cédigo, como visto na Figura
28.b. Por fim, o programa calculou a porcentagem de pixels brancos na imagem

binarizada.

Figura 28 — Tratamento de imagem realizado usando a biblioteca OpenCV, em (a) o objeto de
interesse foi isolado da imagem de origem e em (b) a imagem binarizada para calcular a porcentagem
da &rea na cor branca.

Imagem de origem

Fonte: Autoria prépria.

Os dados obtidos para os testes T1, T2 e T3 em cada agente estao dispostos
na Tabela 1 e expressos no grafico da Figura 29. Para nao interferir nos resultados,
os discos que permaneceram visiveis apds o periodo de incubagéo foram removidos.
Além disso, a area correspondente a borda da placa, aproximadamente 4,2% da area

branca calculada, foi desconsiderada.
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Tabela 1 — Area inibida e a porcentagem de inibigao obtidas através dos algoritmos.

Area inibida (cm?) Inibicdo (%)
Agente
T1 T2 T3 T1 T2 T3

Alcool 70% 282 3,74 1,14 477 6,32 1,94
Acido Acético 40% 0,67 1,32 0,47 1,14 224 0,79
Agua destilada 0,40 0,46 0,70 0,68 0,79 1,18
Agente multiuso 1830 1535 12,85 30,95 2596 21,73
comercial

Oleo de Melaleuca 57,41 56,94 55,65 97,09 96,28 94,11

Fenol 88% 59,13 59,13 59,13 100 100 100

Figura 29 — Comparacgao entre o potencial de inibicao (%) do controle positivo (fenol), controle
negativo (dgua destilada) e cada agente antifingico testado.
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Fonte: Autoria prépria.

Embora o alcool 70%, o acido acético 4% e agua destilada apresentem algum
percentual de inibicdo, 0 mesmo nao deve ser considerado, porque sao zonas de
inibicao quase imperceptiveis, que se formaram sem motivo aparente e afastadas dos

discos com esses agentes.
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Além de serem um indicador de baixa qualidade do ar, a presenga das espécies
identificadas, principalmente do género Aspergillus, nos espacgos internos do edificio
oferece risco a saude e bem estar dos seus ocupantes, que passam parte substancial
do seu horario de trabalho expostos a elas. As infec¢des fungicas oferecem um risco
ainda maior para quem ja estd acometido por outras doengas, pois podem ser
oportunistas em situagbes de imunossupressao, ou seja, quando se ja tem alguma
doenca pulmonar, esta sob tratamento com antibiéticos ou com o sistema imunolégico
debilitado (CURBELO et al., 2015).

O alcool 70% € um agente recomendado e amplamente utilizado pelos servigos
de saude devido ao seu potencial germicida (GRAZIANO et al., 2013). Mas, no estudo
atual, foi considerado completamente ineficaz contra o crescimento de um género
comum de fungo interior. Outro agente relatado como desinfetante micobactericida,
segundo Cortesia et al. (2014), é o vinagre. No entanto, esse estudo demonstra que
o vinagre (4cido acético 4%) foi tdo ineficaz quando o alcool.

O agente comercial multiuso pode ser considerado um desinfetante de baixo
nivel, pois apresentou um efeito temporario contra o crescimento fungico, sendo
incapaz de agir nos esporos em estado vegetativo. O seu principio ativo é o cloreto
de benzalcénio (0,3%), um composto com propriedades antimicrobianas de amplo
espectro, mas com eficacia limitada a bactérias gram-positivas (FAZLARA;
EKHTELAT, 2012). Basaran (2011) apresenta um estudo sobre a utilizagao do cloreto
de benzalcbnio contra o crescimento fungico de Aspergillus niger em concentracdes
de 0,5-1%, maiores que a concentracdo encontrada no agente comercial multiuso, e
mesmo assim os didmetros de inibicdo sdo comparaveis aos que foram encontrados

nesse estudo.

O 6leo essencial comercial de Melaleuca alternifolia, em contato direto, foi o
mais eficaz na inibicdo do crescimento de fungos do género Aspergillus entre todos
0s agentes avaliados, sendo capaz de neutralizar os esporos vegetativos. Seus
principais componentes quimicos sao a-terpineno, y-terpineno e terpinen-4-ol. Jesus
et al. (2007) afirmam que quanto maior for o teor de terpinen-4-ol, melhor sera a agao
antimicrobiana. No geral, terpendides, alcoois e terpenos fendlicos na forma
oxigenada aumentam precisamente a atividade antifiingica dos 6leos (BASSOLE e
JULIANI, 2012). Andrade et al. (2019) relataram a melhor eficacia antifungica dos
constituintes fendlicos devido a desintegragéo da permeabilidade da membrana, que
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€ um mecanismo de agao associado ao 6leo de melaleuca ja visto na literatura (COX
et al., 2000). Isso o configura como um agente com grande potencial para aplicacdo
industrial na remediagcdo de contaminagdo fungica em edificios residenciais e

ocupacionais.

5. CONCLUSAO

O esforgo investigativo empregado no desenvolvimento deste Trabalho de
Conclusdo de Curso (TCC) sobre o uso potencial do 6leo de melaleuca para
remediacdo ambiental de fungos interiores permitiu constatar a ineficiéncia das
solugdes de alcool 70% e acido acético 4%, e a limitagdo do agente multiuso comercial
na remediacado de fungos interiores. Por outro lado, o 6leo essencial comercial de
melaleuca foi o agente antifUngico mais eficaz, com resultados comparaveis ao
controle positivo, podendo ter aplicacédo difundida para a remediagcao de ambientes

internos, ocupacionais e domésticos, com contaminacéo fungica.

Através do uso da biblioteca OpenCV, do Python, foi possivel tratar as imagens
capturadas das placas e trazer maior precisdo aos dados calculando a porcentagem
das areas em que o crescimento fungico foi inibido pelos agentes utilizados, por meio
da contagem de pixels brancos nas imagens binarizadas. Com a versatilidade do
Python, ainda é possivel aprimorar essa técnica, podendo realizar capturas e obter os
dados em tempo real. Além das aplicagdes de machine learning para identificagdo de

espécies fungicas em curto espaco de tempo.

Outras perspectivas para o futuro desse trabalho é ampliar os testes, realiza-
los com uma diversidade maior de agentes comerciais e 6leos essenciais, com
diferentes tipos de aplicacdo, como a emulsdo do 6leo em uma ampla faixa de
concentragdes. Também se faz necessario realizar a testagem em mais espécies

fungicas comuns de ambientes internos.
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