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Resumo

Os fungos sdo seres eucariontes, com organizacdo celular e DNA delimitado por um envoltério nuclear.
Morfologicamente, apresentam-se como leveduras, filamentososo, chamados de bolores, sendo microscépicos ou
macroscopicos. Condigdes climaticas como no Amazonas favorecem aos ambientes fechados com alta umidade,
fatores que potencializam a fase de desenvolvimento desses microrganismos e aumentam a capacidade de propagacéo,
0s tornando contaminantes bastante adaptativos. Este estudo objetivou caracterizar morfo-molecularmente e avaliar a
capacidade de resisténcia ao formol do fungo isolado em laboratdrio de anatomia. Foi obtido da suspenséo liquida de
formol dos tanques com pecas anatdmicas. Analisado morfologicamente através da macro e microscdpica, e
submetido ao processo de extragdo de DNA para o sequenciamento e identificagdo. Também foram realizados testes
de resisténcia em concentracdes de formol e capacidade de crescimento em temperaturas 37°C, 45°C e 50°C, bem
como, deteccdo na atividade enzimatica de proteases. Como resultados, o isolado estudado obteve crescimento
satisfatorio em todas as temperaturas testadas, bem como em todas as concentracdes de formalina, com a extracdo do
DNA e sequenciamento o fungo indicou ser do género Phanerochaete. O isolado demonstrou resisténcia a todas as
concentragdes de formol testadas com destaque a concentracdo utilizada no laboratério. Cresceu bem nas altas
temperaturas testadas, porém ndo apresentou halo na atividade de protease. Contudo, foi possivel verificar um
potencial biotecnoldgico, que necessita de estudos futuro mais detalhados que o indique como alternativa na
biorremediacdo de sedimentos contaminados com formaldeido, e o conhecer melhor para possivel controle de sua
contaminagdo no acervo de pecas anatbmicas do laboratorio de anatomia.

Palavras-chave: Fungos; Formaldeido; Basidiomycota.
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Abstract

Fungi are eukaryotic beings, with cellular organization and DNA delimited by a nuclear envelope. Morphologically,
they appear as yeasts, filamentous, called molds, being microscopic or macroscopic. Climatic conditions such as in
the Amazon favor closed environments with high humidity, factors that enhance the development phase of these
microorganisms and increase their ability to propagate, making them highly adaptive contaminants. This study aimed
to morph-molecularly characterize and evaluate the formaldehyde resistance capacity of the fungus isolated in an
anatomy laboratory. It was obtained from the liquid formaldehyde suspension of the tanks with anatomical parts.
Morphologically analyzed through the macro and microscopic, and subjected to the process of DNA extraction for
sequencing and identification. Resistance tests were also carried out in formalin concentrations and growth capacity at
temperatures of 37°C, 45°C and 50°C, as well as detection of the enzymatic activity of proteases. As a result, the
studied isolate obtained satisfactory growth at all temperatures tested, as well as at all formalin concentrations, with
DNA extraction and sequencing the fungus indicated that it was of the Phanerochaete genus. The isolate showed
resistance to all concentrations of formaldehyde tested, with emphasis on the concentration used in the laboratory. It
grew well at the high temperatures tested, but showed no halo in protease activity. However, it was possible to verify
a biotechnological potential, which needs more detailed future studies that indicate it as an alternative in the
bioremediation of sediments contaminated with formaldehyde, and to know it better for possible control of its
contamination in the collection of anatomical parts of the anatomy laboratory.

Keywords: Fungi; Formaldehyde; Basidiomycota.

Resumen

Los hongos son seres eucariotas, con organizacion celular y ADN delimitado por una envoltura nuclear.
Morfolégicamente se presentan como levaduras, filamentosas, llamadas mohos, siendo microscopicos o
macroscopicos. Condiciones climaticas como las de la Amazonia favorecen ambientes cerrados y con alta humedad,
factores que potencian la fase de desarrollo de estos microorganismos y aumentan su capacidad de propagacién,
convirtiéndolos en contaminantes altamente adaptables. Este estudio tuvo como objetivo caracterizar
morfomolecularmente y evaluar la capacidad de resistencia al formaldehido del hongo aislado en un laboratorio de
anatomia. Se obtuvo a partir de la suspension liquida de formaldehido de tanques que contenian partes anatdmicas.
Analizado morfolégicamente mediante macro y microscopia, y sometido al proceso de extraccién de ADN para
secuenciacion e identificacion. También se realizaron pruebas de resistencia a concentraciones de formaldehido y
capacidad de crecimiento a temperaturas de 37°C, 45°C y 50°C, asi como deteccion de actividad enzimatica de
proteasas. Como resultado, el aislado estudiado obtuvo un crecimiento satisfactorio a todas las temperaturas probadas,
asi como a todas las concentraciones de formalina, y la extraccion de ADN y secuenciacién del hongo indico que
pertenece al género Phanerochaete. El aislado demostrd resistencia a todas las concentraciones de formaldehido
probadas, con énfasis en la concentracion utilizada en el laboratorio. Crecid bien a las altas temperaturas probadas,
pero no mostrd un halo en la actividad de la proteasa. Sin embargo, se pudo constatar un potencial biotecnoldgico, que
requiere de estudios futuros mas detallados que lo indiquen como una alternativa en la biorremediacion de sedimentos
contaminados con formaldehido, y comprenderlo mejor para un posible control de su contaminacion en la coleccion
de piezas anatémicas en el laboratorio de anatomia.

Palabras clave: Hongos; Formaldehido; Basidiomycota.

1. Introducéo

Os fungos sdo cosmopolitas e encontrados nos mais diversos substratos. Possuem grande importancia econémicas por
serem uma fonte de genes e vias metabdlicas usadas na sintese de compostos, nas diversas aplicagdes da biotecnoldgicas, como
também contaminantes aos mais diversos utensilios e patdgenos, mas o seu papel principal é a degradagdo de matéria organica,
realizando um importante papel ecolégico (Abreu, 2015; Chambergo & Valencia 2016).

Essa capacidade de adaptacdo diferenciada dos fungos esta diretamente relacionada com as caracteristicas ambientais
e fisicas aos quais sdo expostos e as exigéncias nutricionais inerentes a cada espécie fungica (Neta, 2014). Os microrganismos
tolerantes a condicfes adversas mais comuns sdo fungos filamentosos e leveduras. Esses conseguem se acostumar e crescer
sob uma gama de condicBes severas de pH, temperatura e disponibilidade de nutrientes, incluindo altas concentracbes de
substancias nocivas (Talukdar et al., 2020).

As pecas anatdmicas e cadaveres do laboratorio sdo conservadas com formaldeido. A formalina diluida a 10% em
agua utilizada na fixacéo de tecidos para estudos histoldgicos, na conservagdo de materiais bioldgicos, e armazenamento das

pecas anatdmicas, além de minimizar a deterioragdo por a¢do de microrganismos como fungos. (Przybysz & Scolin, 2009).
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Mesmo o formol sendo uma substancia altamente téxica podendo ser caracterizado como um poluente organico que
provoca acdes de carcinogenicidade para os seres humanos e toxicidade para microrganismos aerébio e anaerdbios (Vieira et
al., 2013), existem fungos resistentes as mais diversas concentracdes de formol, e tal capacidade pode comprometer a
preservacdao dos materiais anatdmicos, além de favorecer a contaminacdo do ambiente e das pessoas que manipulam as pecas
em estudo (Medeiros, 2015).

A identificacdo de fungos isolados a partir de amostras retirados de tanques de armazenamento de cadaveres humanos,
sdo uma oportunidade de detectar fungos, conhecé-los melhor e associar esses achados ao risco de contaminagéo do laboratdrio
(Shii K et al., 2006; Calamares Neto & Colombo, 2015). Este o estudo objetivou caracterizar morfo-molecularmente e avaliar
a capacidade de resisténcia ao formol do fungo isolado em laboratdrio de anatomia. Além disso, had também a necessidade de
mais estudos sobre a eficacia do formol utilizado como fungicida, a capacidade de viruléncias e a resisténcia nesse habitat que
sinalizam um potencial Biorremediador, o que mostra a relevancia deste estudo, levando em conta as poucas pesquisas

cientificas publicadas sobre tal contexto.

2. Metodologia

Realizou-se uma pesquisa laboratorial de natureza qualitativa e quantitativa (Gil, 2017; Pereira et al., 2018). O estudo
foi conduzido a partir da coleta de amostras provenientes da solug¢do de formaldeido contida nos tanques de armazenamento de
pecas anatbmicas do Laboratério de Anatomia Humana da Escola Superior de Ciéncias da Salde, localizado na cidade de
Manaus-AM.

As amostras coletadas foram semeadas em triplicatas em meio Agar Batata Dextrose (BDA) acrescido de 50 mg/L de
cloranfenicol contidos em Placas de Petri incubados a 28°C. E apds 7 meses foi realizado a repeti¢do desta coleta e semeio
(Calamares Neto & Colombo, 2015).

Identificacio taxonémica dos isolados
Os isolados fungicos foram purificados e analisados quanto a caracterizagdo macroscopia das coldnias e

micromorfolégica atraves da técnica de microcultivo para identificacdo de acordo com literaturas (Houbraken et al., 2010).

Extracdo de DNA

O isolado predominante em todas as coletas foi inoculado em meio Agar Batata Dextrose (BDA), incubados por 7
dias a 28°C. Apds esse periodo, 0,2 mg de massa micelial foi colocada em tubos de 1,5 ml, macerado com 1:1de dxido de silica
(Si0y), adicionou-se 500 ul de solugdo CTAB, foi adicionado 4 pl de RNAse (10 mg/mL) foi homogeneizado por 5 minutos e
incubado a 37 °C por 30 minutos. Apds a incubagédo foi adicionado 5 pl de Proteinase K (10mg/mL) e incubado a 55°C por 60
minutos e mantida sobre agitagdo constante para homogeneizar a solu¢do. A esta suspensdo foram adicionados 500 pl
Cloroférmio- Alcool Isoamilico (CIA- 24: 1) e misturados por inversdo durante 5 minutos, a solugdo homogeneizada por
inversdo e posteriormente centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
adicionado 400 pl de isopropanol, misturados por inversdo por 2 minutos. A solugdo foi incubada a -20°C (congelador) por 120
minutos e centrifugado por 15 min a 13000 rpm e o DNA ficara visivel na forma de um pequeno pellet. O sobrenadante foi
removido, e inverteu-se o tubo em papel absorvente. Foi adicionado 1 mL de etanol a 70% e invertido por 5 minutos para a
lavagem do pellet; a amostra foi colocada em centrifuga a 13000 rpm por 15 minutos; descartou-se o sobrenadante e inverteu-
se 0s tubos em papel absorvente para secar por 3 horas. Posteriormente o pellet foi diluido em agua ultrapura e deixada em

temperatura ambiente.
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Testes de Viruléncia
Resisténcia a temperaturas

Para a realizacdo do teste de crescimento em distintas temperaturas, o isolado fungico foi repicado em triplicata para
placas de petri com meio de cultura BDA, e incubados a 28° 37°, 45° e 50° onde realizou-se a leitura do didmetro (em

centimetros) em 3, 7 €12 dias de crescimento (Lobato, 2016).

Proteinase

Para o teste de viruléncia, foi realizado experimento de producdo de enzima, onde o fungo testado foi previamente
cultivado em meio BDA por 10 dias. Trés discos de micélio da espécie foram inoculados em meio agar-gelatina-leite em
placas de petri, foram incubadas a temperatura de 28 °C por 7 dias. Apds este periodo, foram observadas quanto a formacéo

dos halos enzimaticos. Os halos foram medidos com paquimetro e expressos em milimetros (Dingle; Reid & Solomons, 1953).

Teste de resisténcia ao formol

Os testes de resisténcia a variadas concentragdes de formol foram realizados, em triplicatas de tubos de ensaio com
meio liquido Batata Dextrose (BD) contendo formalina na concentracao de 5%, 10%, 15% e 20% com o total de 5 mililitros de
solugdo em cada tubo, onde posteriormente foram inoculados em cada tubo 1 mililitro de isolados flngicos diluidos em &gua
destilada com turvacdo compativel ao tubo 05 da escala de McFarland. Tal turbidez corresponde a aproximadamente 108 de
unidades formadoras de colénia (UFC) por mililitro e ap6s 7 dias foi verificado o crescimento comparado com o grupo
controle (Lobato, 2016).

3. Resultados e Discussao

Nesta pesquisa a solugdo de formalina diluida a 10% que armazena os cadaveres do Laboratério de Anatomia, foi o
substrato de isolamento das colénias que apresentaram morfologias planas de textura aveludada, com coloracdo inicialmente
branca, tornando-se amarelo-marrom na maturidade, e com reverso branco escuro, variando do amarelo ao marrom. Na
micromorfologia, foram visualizadas hifas hialinas, septadas, conidiéforos e conidios globosos unicelulares em cadeias longas
(Houbraken et al., 2010).

Possivelmente as colbnias indicam um Unico fungo Basidiomycota, e tais resultados foram constatados em repeti¢do
de duas coletas da amostra estudada (Figura 1). Sabe-se que o Filo Basidiomycota é considerado o mais evoluido do Reino e
suas especies sdo encontradas em todo o mundo no solo e na matéria em decomposicéo, sendo importantes na ciclagem de

nutrientes na natureza, principalmente no ciclo do carbono. (Simdes et al., 2021).
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Figura 1 - Estruturas morfoldgicas: (A) Colénias do isolado fungico inoculados em placa. (B) Aspectos microscdpicos do isolado fungico.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Foi utilizada a analise da sequéncia de DNA da regido do espacador transcrito interno (ITS). A identificacdo do

isolado foi realizada por busca de homologia BLAST no GenBank. o isolado CCUEA-0223 indica pertencer ao género

Phanerochaete apresentando maior similaridade com os fungos da espécie P. australis. (Figura 2).

Figura 2 - Relagdes filogenéticas dentro do género Phanerochaete usando sequéncias ITS. Arvores filogenéticas foram geradas usando

Neighbor-joining. Valores de bootstrap >50 sdo mostrados.

P.australis FP-102909-Sp (KP135077.1)

63| CCUEA-0223

9%

P. australis HHB-7083-Sp (KP135076.1)
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P.sordida Il FD-458(KP135073.1)

- P.sordida Il DLC97-190(KP135065.1)

P. pseudomagnoliae PP25 (KP135091.1)

0.002

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Atualmente a familia Phanerochaetaceae compreende de 28 géneros conhecidos, sendo os trés maiores géneros

desta familia: Phanerochaete, Sporotrichum e Phlebiopsis. Nos ultimos anos, espécies novas de Phanerochaete spp tem sido

descritas com base em evidéncias morfoldgicas e analises filogenéticas mostraram o status taxondmico para 0s novos taxons

dentro do género Phanerochaete (Boonmee et al., 2021; Wang & Zhao, 2021).

Foi encontrado a forma microscopica micelial em substratos liquido da solucdo de formalina dos tanques que

armazenam 0s cadaveres, mas em macroscopia Phanerochaetes spp. sdo tipicamente reconhecidos por sua superficie
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membranécea, efusa, lisa himenial, principalmente em sistema hifal monomitico, hifas geradoras de septos simples ou com
grampo de conexdes raras no subiculo, clavato basidia e elipsoide para basidiésporos cilindricos, de paredes finas e lisos, que
sdo inamiloides e ndo dextrindides (Wu, Chen & Wei, 2018).

Phanerochaete é um género difundido, causam podriddo branca em varios tipos de substratos, tanto em madeiras
macias quanto em duras e tem atraido a atencdo de pesquisadores, pois, Phanerochaete ndo é apenas ecologicamente
importante, mas também ¢é biotecnologicamente significativo. A significancia biotecnoldgica estd na sua capacidade de
degradar lignina e compostos aromaticos toxicos, poucos organismos Vivos sdo capazes desse feito. E considerado um
potencial agente para a bioconversdo de biomassa lignoceluldsica e para a bioremediacdo de ambientes contaminados.
(Floudas & Hibbett, 2015; Boonmee et al., 2021; Li et al., 2023; Zhang et al., 2023; Konan et al., 2024).

Nos testes quanto a capacidade de crescimento em temperaturas de 28°, 37% 45° e 50° em meio Agar Batata Dextrose
(BDA), obteve-se crescimento em todas as variagdes, por trés, sete e 12 dias de incubacdo (gréfico 1). Tais evidéncias mostram
que esses fungos filamentosos sdo capazes de crescer sob condi¢fes estressantes, resistes a ambientes com temperaturas
elevadas, podendo contribuir para seu potencial patogénico, levando em conta a sua temperatura de crescimento ideal, que €
aproximada a do corpo humano (Houbraken et al., 2010). Em outro estudo, a espécie P. chrysosporium cresce rapidamente, e
tem temperatura 6tima de crescimento em torno de 40 °C, produzindo numerosos conidios. A temperatura é um fator
determinante para a expressdo das enzimas lignoliticas que este fungo secreta, as quais sdo cruciais para sua atividade
biodegradadora. A atividade da enzima lignina peroxidase produzida por P. chrysosporium varia de acordo com a temperatura
e 0 pH. Por exemplo, a atividade 6tima dessa enzima ocorre entre 45°C e 60°C, dependendo do pH. (Floudas & Hibbett, 2015;
Tuisel et al., 1990, p. 160).

Gréfico 1 - Crescimento do isolado flngico em temperaturas distintas.
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Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Quanto a capacidade de crescer em variadas concentragdes de formalina, surpreendentemente, o isolado desenvolveu
em todas as testadas: 5%, 10%, 15% e 20%, com desenvolvimento otimizado na concentracdo de 10% de formol como

demonstra na figura 3. Sendo 10% a concentracdo doso utilizada nas solu¢bes de armazenamento de cadaveres e pecas
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anatdbmicas do laboratério estudado. Em artigos semelhantes, nos quais foram encontrados outros géneros de fungos, foi
observado o crescimento de Trichophyton sp., Aspergillus niger e Penicillium sp. na presenca de formol a 10%, enquanto

Penicillium sp. e Aspergillus niger também cresceram em concentragéo de 12% (Medeiros & Sousa, 2019).

Figura 3 - Crescimento em concentragdes variadas de formol.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Existem poucos relatos sobre o metabolismo de formaldeido em fungos, porém, alguns microrganismos sdo
mencionados como tolerantes ao formaldeido, dentre eles: Mycobacterium gastri, Pseudomonas sp., Acetobacter sp.,
Paecilomyces sp. Aspergillus sp. e Trichoderma sp. Em capacidade de degradar o formaldeido, os fungos filamentosos tém
maior adaptabilidade ambiental que as bactérias, suas apresentam area de superficie maior em contato e consequentemente,
mais contato com o substrato do que bactérias (Yu et al., 2014).

Na realizacdo de teste para a deteccdo de atividade proteinases, 0 ndo aparecimento do halo enzimatico no meio em
triplicatas dos isolados, indica que o fungo em questdo ndo é produtor de protease. Tais evidéncias sugerem que o isolado pode
possuir um perfil patogénico de baixa viruléncia. No entanto, apesar de indicar um potencial biotecnoldgico, se faz necessario
a realizacdo de estudos mais detalhados para maiores evidéncias, sobre a capacidade biotecnoldgica e biorremediador, como

também um possivel potencial patogénico deste isolado.

4. Conclusao

O isolado se préxima da espécie Phanerochaete australis molecularmente, € termdéfilo com capacidade de
crescimento em temperaturas elevadas, de 37°C, 45°C e 50°C, e sdo resistentes a exposicdo em variadas concentracdes de
formol, acima do padrdo, possuindo uma alta adaptabilidade no ambiente em que se encontra, capaz de crescer em
concentracdes de formalina, que deveriam controlar sua proliferacdo. Contudo, se faz necessario estudos complementares, para
a averiguagdo na produgdo de metabdlitos secundérios, e como uma alternativa na remediacéo de sedimentos contaminados
com formaldeido. Outrossim, levando em conta a necessidade em erradicar contaminantes que deterioram o acervo da

anatomia, podendo até manifestar-se como patégeno em potencial.
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