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RESUMO

Entre os principais contaminantes do ar de ambientes climatizados estdo os
bioaerossois fungicos, que estdo amplamente distribuidos na atmosfera. Dentre as
espécies encontradas muitas apresentam a capacidade de causar manifestacdes
alérgicas e doencas em humanos e animais como Cladosporium cladosporioides. No
entanto, o perfil de resposta inflamatoria que estes fungos causam, quando inalados
por individuos saudaveis, ainda ndo se encontra totalmente esclarecido. Portanto,
objetivou-se avaliar a agdo de Cladosporium cladosporioides isolado de ambientes
climatizados sobre as vias respiratérias de camundongos. A coleta do ar foi
realizada por impactacdo através de amostrador do tipo Andersen®, utilizando-se
placas de Petri contendo meio Agar Sabouraud, durante 10 minutos em horarios de
movimento como preconizado pela RE N° 9 da ANVISA. As placas foram incubadas
a 28 °C pelo periodo de cinco dias. Apds o crescimento das colbnias, as mesmas
foram cultivadas em cultura central e posteriormente identificadas com base nas
caracteristicas macro e microscopicas. Seguindo da identificacdo, esporos da
espécie em estudo foram suspensas em solucdo salina para obtencdo da
concentracdo de 2x10° conidios/mL. Posteriormente, 30 ul desta suspens&o foram
administrados por via intranasal em camundongos Swiss (18-25g, n = 8) de ambos
0S sexos nos tempos de 1, 3, 5, 10 e 15 dias. Grupo controle foi composto por
animais que receberam apenas veiculo (0,1% de Tween 80 + NaCl a 0,9%). Apés 24
horas da dultima instilacdo, os animais foram eutanasiados para a obtencdo do
lavado broncoalveolar (LBA). Todos os procedimentos nos quais foram submetidos
os animais foram aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa, da Universidade
Federal de Alagoas no processo n° 009515/2011-87. Animais que receberam
conidios por 1 dia e 3 dias ndo exibiram alteracdes no parénquima pulmonar. Porém,
houve um aumento significativo na contagem de leucdcitos totais apds o 5° e 10° dia
de estimulo com o conidio. A contagem diferencial dos leucdcitos no 3° dia de
exposicao revelou que a populagéo dos linfocitos no LBA mostrou-se aumentada em
57% quando comparado ao controle. Os mondcitos do LBA exibiram um aumento de
46% ap6s o0 quinto dia. Porém, os neutréfilos somente mostraram-se
estatisticamente elevados apds o 10° dia de exposicdo ao conidio. Cortes
histolégicos do pulmdo corados por HE mostraram intensa migracdo de células
polimorfonucleares para a cavidade pleural e na coloracdo por PAS mostrou-se
presenca de muco a penas no 5° dia de avaliacdo. A partir do 3° dia, conidios e hifas
no tecido pulmonar mostrou-se intenso. Estes dados mostram que a inalagdo de
conidios de C.cladosporioides em baixas concentragdes, presentes em ambientes
climatizados induz influxo de células inflamatérias para o trato respiratorio. No
entanto, uma pequena concentracdo de esporos fungicos pode ser suficiente para
desencadear processos inflamatorios em individuos saudaveis.

Palavras-chave: Cladosporium cladosporioides. Ambientes climatizados. Reacao
inflamatoria. Analise histoldgica. Histopatologia.



ABSTRACT

Among the main contaminants of the air of acclimatized environment are fungi
bioaerosol, which are widely distributed in the atmosphere. Amongst the species
found, many are able to trigger allergic manifestations and diseases in human and
animals, such as Cladosporium cladosporioides. However, the inflammatory profile of
the inflammatory response that these fungi cause, when inhaled by healthy
individuals, is not yet totally elucidated. Thus, the aim was to evaluate the action of
Cladosporium cladosporioides isolated from acclimatized environments on the
airways of healthy mice. The air was collected by impaction with Andersen® linear
sampler, using petri dishes containing Agar Sabouraud media, for 10 minutes during
hours of movement as recommended by the RE N° 9 of ANVISA. The dishes were
incubated at 28 °C for the period of five days. After the growth of the colonies, they
were cultivated as central colonies and subsequently identified based on macro and
microscopic characteristics. After identification, the spores of the studied species
were suspended in a saline solution to obtain a concentration of 2x10° conidia/mL.
Afterwards, 30 pl of this suspension was administered by intranasal pathway in Swiss
mice (18-25g, n = 8) of both sexes for the periods of 1, 3, 5, 10 and 15 days. The
control group consisted of animals who received the vehicle only (0,1% of Tween 80
+ NaCl 0,9%). After 24h of the last instillation, the animals were euthanized to obtain
a Bronchoalveolar Lavage (BAL). All the procedures to which the animals were
submitted were approved by the Research Ethics Committee of the Federal
University of Alagoas (UFAL) under the protocol n° 009515/2011-87. Animals that
received conidia for 1 day and 3 days did not have modifications on the pulmonary
parenchyma. Nonetheless, there was a significant increase on the total leukocytes
count after the 5" and the 10™ day of stimulus with conidia. The differential
leukocytes count on the 3rd day of exposure unveiled that the lymphocytes
population of the BAL had an increase of 57% when compared to the control. The
monocytes of BAL showed a rise of 46% after the fifth day. Still, the neutrophils only
were statistically high after the 10th day of exposure to the conidia. Histological
sections of the lung stained with HE demonstrated an intense migration of
polymorphonuclear cells to the pleural cavity, and when stained by PAS showed the
presence of mucus only on the 5th day of analysis. After the 3rd day, the lung tissue
had intense conidia and hyphae. These data show that the inhalation of C.
cladosporioides conidia in low concentrations, present in acclimatized environments,
induces the influx of inflammatory cells to the respiratory tract. Therefore, low
concentration of fungi spores can be sufficient to trigger inflammatory reactions in
healthy individuals.

Keywords: Cladosporium cladosporioides. Acclimatized environments. Inflammatory
reactions. Histological analysis. Histopathology.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento do uso de condicionadores de ar, 0s ambientes climatizados
artificialmente tornaram-se uma importante area de pesquisa. De acordo com o0s
padrées da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), locais fechados como escolas,
cinemas, residéncias e hospitais podem tem mé& qualidade do ar. A baixa qualidade
ocorre principalmente pela ma higienizagcédo dos aparelhos de ar condicionado e pela
falta de controle periddico sobre as possiveis fontes de contaminacédo. Pelo fato das
taxas de renovacdo de ar ndo estarem sendo satisfatério, o ar recirculado no
ambiente proporciona a colonizagdo de microrganismos, sendo estes ambientes
influenciados por variagbes da temperatura, umidade relativa e velocidade do ar
(SCHIRMER et al., 2011; SOUZA et al., 2013).

Entre os principais grupos de contaminantes do ar de ambientes
climatizados estdo as particulas microbianas, incluindo fungos, bactérias e virus. Os
fungos isolados com maior frequéncia nestes ambientes pertencem aos géneros
Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, Rhodotorula, Aureobasidium, Candida,
Fusarium, Curvularia, Rhizopus, Helminthosporium e Trichoderma (AQUINO et al.,
2013). Os causadores de manifestacdes alérgicas no homem pertencem aos
géneros: Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cladosporium, Fusarium, Candida,
Aureobasidium e Curvularia entre outros, tornando-se elementos especialmente
alergizantes, fator este bastante preocupante a clinica médica, dos quais 0s mesmos

encontram-se dispersos abundantemente no meio ambiente (SOUZA et al., 2013)

Os propagulos fungicos sdo encontrados em grande concentragcdo nos mais
variados locais, especialmente em ambientes umidos, 0 que resulta muitas vezes
em sensibilizacdo dos individuos atépicos. Por essa razdo os fungos anemdfilos
estdo considerados entre 0s mais ubiquos aeroalérgenos, desempenhando um
importante papel na etiologia das alergias das vias respiratorias (HASNAIN et al.,
2012).

Entre os varios géneros predominantes em ambientes climatizados destaca-
se Cladosporium como um dos mais frequentes. Os conidios de Cladosporium, sédo

bem adaptados para se espalharem facilmente em longas distancias (ZOPPAS et



12

al.,, 2012; ZUKIECZ-SOBCZAK, 2013). Dentre as mais variadas espécies presentes
no género, Cladosporium cladosporioides apresenta-se com relevancia médica
podendo afetar gravemente pessoas asmaticas, causar micoses, infeccdes
pulmonares e reacdes alérgicas. (LORENTE et al., 2012; BENSCH et al., 2010). A
contaminacdo por essas particulas podera resultar em desconforto, perda de
produtividade e absenteismo, entre outras (FAIRS et al., 2010 HASNAIN et al.,
2012).

E vélido destacar que, respiramos cerca de 20 mil vezes por dia e o ar
climatizado artificialmente pode ser prejudicial a saude. A reducdo drastica da
captacado do ar externo resulta em aumento da concentracao de poluentes bioldgicos
no ar interno, fazendo com que a taxa de renovacao seja insuficiente. Com isso,
altas concentracdes de microrganismos nos ductos de ar condicionado favorecem a
proliferacdo desses agentes podem comprometer a qualidade de vida das pessoas,
principalmente as que sao mais vulneraveis a contaminagéo, como aquelas que tém
problemas respiratérios (ADAMS et al., 2013; MENDES et al., 2013).

Os ambientes hospitalares climatizados merecem destaque, pois a
concentracdo e dispersdo desses microrganismos pelo ar constituem importantes
fontes de infeccdo principalmente em areas de alto risco como UTls, salas de
cirurgias, unidade de transplantados e de pacientes com infeccdo de alto risco de
contagio, caso a qualidade do ar destes ambientes ndo apresentarem conformidade
com os parametros estabelecidos pela resolugcédo n°® 9 de janeiro de 2003 da ANVISA
(BRASIL, 2003).

Os resultados deste trabalho deverdo contribuir de forma relevante para a
determinacdo de normas e valores de referéncia para a presenca de fungos
filamentosos por parte dos 6rgédos de saude na questdo dos parametros adotados
pela ANVISA no que se refere aos bioaerossois de ambientes climatizados, sejam
eles hospitalares ou néo, antecipando medidas mitigadoras que contribuam para

diminuicdo dos indices de infecgéo.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Avaliar a acado de suspensfes do fungo Cladosporium cladosporioides,
isolados de ambientes climatizados de uso publico e coletivo e seus efeitos sobre as
vias respiratdrias de camundongos.

2.20bjetivos especificos

a. Avaliar a resposta inflamatéria por infiltracdo dos leucécitos para o
parénquima pulmonar de camundongos submetidos as suspensdes de
esporos do fungo C. cladosporioides.

b. Avaliar por parametros microscépicos a caracterizacdo morfologica das
lesBes nos pulmdes estudados.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ambientes climatizados

O funcionamento do sistema de um condicionador de ar baseia-se na
mistura do ar que retorna dos ambientes climatizados com o ar externo, posterior
filtracAo e condicionamento térmico, para ser novamente insuflado para os
ambientes interiores. Atualmente, as pessoas passam grande parte do tempo em
ambientes confinados afastados da iluminagcdo e ventilacdo natural. Esses
ambientes artificialmente climatizados proporcionam temperatura ideal gerando
conforto, produtividade e bem estar para os individuos (SANTANA, FORTUNA,
2012).

O sistema de ar condicionado sdo ambientes complexos, destinados a
conter inumeras substancias potencialmente prejudiciais como particulas
alergénicas (pélen de plantas, fungos, pelos de animais, acaros e algas) e
substancias quimicas (CO,, CO, SO,, NO, NO,, H,CO, HPA, O3) (BHATIA, 2011,
VICHIT-VIDAKAN, VAJANAPOOM, 2011; OMS, 2011).

Bioaerossois sdo particulas em suspenséao (virus, bactérias e fungos) ou de
origem em organismos vivos (pdllen, pelos, partes de insetos) também conhecidos
como p6 organico. Estédo presente no ar, em funcao de sua dispersdo a partir de um
local de colonizag&o ou crescimento, contribuindo com cerca de 5-34% da poluicao
do ar interior. Estes contaminantes biol6gicos podem reproduzir na agua acumulada
em ductos de ar condicionado, umidificadores, telhas ou carpetes Umidos, entre
outros. As condicBes necessarias ao crescimento de microrganismos em ambientes
climatizados podem ser oferecidas pela ventilagdo inadequada e o consequente
acumulo de umidade no interior dos recintos (BHATIA, 2011).

O interesse na exposicdo a bioaerossodis tem aumentado ao longo das
tltimas décadas, principalmente porque € reconhecido que a exposi¢cdo a agentes
biol6gicos, tanto no ambiente ocupacional como no residencial, esta associada a
uma ampla gama de efeitos adversos para a saude dos individuos, tais como:

efeitos toxicos agudos, alergias e cancer (ROCHA et al., 2010).
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A exposicdo a elevados niveis de esporos fungicos podem resultar em
sintomas generalizados como: dificuldades respiratérias, irritacdo, coceiras nos
olhos e nariz que dependendo das condicdes fisicas (ventilagdo, umidade relativa e
temperatura do ar) do ambiente, podem estar contribuindo para o surgimento ou
agravamento de alergias respiratérias. (FONSECA-JUNIOR et al., 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a Sindrome do Edificio
Doente (SED) descreve uma condicdo meédica em que 0S ocupantes de um
determinado edificio sofrem de sintomas de doenca ou se sentem mal sem haver
motivo aparente para isto. Os sintomas ligados a SED s&o rinite, congestionamento
nasal, garganta seca, lacrimejamento, irritacdo ou ressecamento ocular, irritacdo na
pele, eritema, sonoléncia e cefaleia. Suas causas podem ser explicadas por um
conjunto de fatores, dentre estes a insuficiéncia do ar exterior, ma distribui¢céo do ar,
controle deficiente de temperatura, aerodisperssoides (poeira) e bioaerossois
(fungos, bactérias, virus), contaminantes quimicos entre outros (SILVA et al., 2012;
BRASIL, 2003).

A Resolugdo N° 9 publicada pela ANVISA em 2003, juntamente com a
Portaria n°® 3.523/98 do Ministério da Saude apresentam medidas basicas e
procedimentos de limpeza e manutencdo dos sistemas de climatizacdo para
assegurar a qualidade do ar de interiores climatizados. Resolucdo RE N°9/ANVISA
2003 estabeleceu os padrbes referenciais para a qualidade do ar de ambientes
climatizados de uso publico e coletivo. A legislacdo em vigor estabelece que a
contagem total maxima de fungos filamentosos deve ser 750 UFC/m?® de ar e que a
relacdo entre as contagens de microrganismos no ar interno e no ar externo nao
deve ser superior a 1,5. Este parametro estaria relacionado ao fato de que valores
muito elevados da relacdo Interno/Externo (I/E) indicam a presenca de fontes

poluidoras no interior do prédio, que devem ser pesquisadas.

O fungos de disperséo aérea sao capazes de colonizar diferentes substratos
e habitat de forma eficiente, sobrevivem a grandes variagdes de temperatura, pH,
baixa taxa de umidade e baixas concentragcbes de oxigénio, sendo comum em
ambientes interiores climatizados (FLORES, ONOFRE 2010; CHAUDHARY, MARR,
2011).
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3.2 Fungos anemofilos e agravos a saude

Os fungos que possuem dispersdo aérea sdo denominados anemodfilos,
fazem parte do ecossistema aerobioléogico e apresentam-se em grandes
guantidades, tendo em vista sua grande capacidade de colonizar diferentes
substratos e crescer em condicbes ambientais extremas (ZOPPAS et al.,, 2012).
Estdo entre os organismos ecologicamente mais importantes do mundo, com
aproximadamente 1,5 milhGes de espécies, das quais menos de 100 mil j& foram
descritas (ORGIAZZI et al.,, 2012). Sao organismos eucariontes, aclorofilados,
heterotréficos, uni ou multicelulares que se reproduzem sexuada ou
assexuadamente, de natureza ubiqua. Em sua maioria sdo aerobios, podendo ser
anaerobios facultativos, apresentando temperatura ideal para seu crescimento de 25
a 30°C. Algumas espécies produzem estruturas de resisténcia (esporos) e

sobrevivem a condi¢cdes extremas de temperatura (LANG-YONA et al., 2012).

A dispersdo dos esporos na natureza € feita por varias vias: animais,
homem, inseto, agua e, principalmente, pelo ar atmosférico, através dos ventos. A
maioria dos esporos séo de 2 a 10 um de tamanho podendo facilmente penetrar as
vias aéreas inferiores desempenhando um papel importante nas alergias que,
guando inalados, podem ser responsaveis por manifestacdes respiratorias alérgicas,
como a asma, rinite, doencas que afetam os pulmdes e alvéolos. Atualmente, mais
de 100 géneros de fungos tém sido documentados como fonte de alergenos (FAIRS
et. al.,, 2010; BACKES et al., 2011; HASNAIN, 2012). Vérias espécies de fungos
anemdfilos apresentam grande importancia para a qualidade do ar dos ambientes
interiores, entre eles encontram-se 0s pertencentes aos géneros Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus, Cladosporium, Alternaria, entre outros, tornando-se elementos
especialmente patogénicos, toxigénicos e alergizantes, fato este bastante
preocupante a clinica médica, além de serem o0s mais comumente isolados de

ambientes interiores climatizados artificialmente (HUSSUN, CAL et al., 2011)
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3.3 Género Cladosporium

Em um levantamento dos géneros predominantes em alguns ambientes
climatizados verificou-se a superioridade de Cladosporium sp. O género, criado por
Link em 1815, € um dos maiores e mais heterogéneos, compreende mais de 50
espécies de maior concentracdo na atmosfera. Sdo fungos de crescimento lento a
moderado, atingindo a maturidade dentro de 21 dias. Caracteriza-se pela producao
de coldnias ocasionalmente puntiformes, com superficies planas, aveludadas e
enrugadas, que vao do verde oliva ao marrom escuro e reverso preto. Os conidios
de Cladosporium sp sdo pigmentados, ovais de parede lisa (Figura 1), formados a
partir de hifas e conidiéforos ramificados (ZOPPAS et al., 2012; BENSCH et al.,
2012). Em cortes histoldégicos se apresentam como grandes células redondas,

septadas e escuras, com 5 a 12 um de diametro (BENSCH et al., 2012).

As espécies mais isoladas do género sdo Cladosporium herbarum, C.
fulvum, C. sphaerospermum, C. cladosporioides, C. carrionii e C. oxysporum.
Poucas espécies tém sido documentadas como agente de infeccdo micética em
humanos (C. carrioni), sendo responsavel por causar infeccdo de pele, unha e
cromomicose assim como infec¢des pulmonares e sinusite (ZOPPAS et al., 2012;
ADAMS et al., 2013; RIBEIRO, 2011). Espécies de Cladosporium secretam varios
metabolitos secundarios tais como a micotoxina cladosporina, a principal micotoxina
produzidas por C. cladosporioides (OGOREK et al., 2012).
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Cleatriz

Figura 1 - Estrutura de conidiacdo do Cladosporium cladosporioides com hifas
septadas, conidiéforos laterais produzindo cadeias longas de conidios ovais de parede
lisa e fina (A). (B) Microscopia eletrénica de varredura 5 um. (C) Microscopia 6ptica 10
pm.

Fonte: Adaptado de BENSCH et al., 2010; FISHER, COOK, 2001.

3.4 A Espécie Cladosporium cladosporioides e sua distribuicdo

A espécie C. cladosporioides sdo encontrados como saprofitas, isolados do
ar, solo e de varios substratos. Sdo contaminantes do ar e alimentos, com funcao
bioldgica importante na decomposicdo de matéria organica. E considerado um fungo
endofitico e entomopatogénico de ocorréncia natural, também usado amplamente no
controle biolégico, com importante funcdo na decomposi¢cdo de matéria organica e
forte competidor com outros microrganismos (ADAMS et al., 2013; OLIVEIRA, 2011).
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As caracteristicas distintivas que mais auxiliam na identificacdo da espécie séo
colonias de textura aveludada ou flocosas, apresentando coloracdo verde-oliva ao
marrom-esverdeado. Hifas ligeiramente ramificadas, presenca de cicatrizes
proeminentes nos conidios unicelulares, elipsoides ou limoniformes. Os conidios
desta espécie estdo entre os bioaerdéssois mais presentes, encontrados em
amostras de ambientes interiores e exteriores (OGOREK et al., 2012; BENSCH et
al., 2012).

Estd amplamente distribuido no ar em ambientes climatizados, envolvidos
em varias infeccbes pulmonares, cutaneas e problemas relacionados ao sistema
respiratorio, frequentemente associado a gueixas asmaticas que afligem mais de
10% das criancas e adultos no mundo, (LORENTE et al., 2012; MENEZES, 2012,
OGOREK et al., 2012). A espécie tem sido observada como responsavel primaria
por quadro de  feo-hifomicose  superficial  (onicomicose, ceratites),
cromoblastomicoses e feo-hifomicose profunda (meningite, quadros pulmonares)
(DE HOOG et al., 2000; MENEZES, 2012).

3.5 C. cladosporioides como patégeno emergente

Os principais fatores que contribuem para a proliferagdo do fungo sé&o
indices elevados de temperatura e umidade do ar. A alta exposicdo deste
microrganismo em ambientes fechados tem sido relacionada a efeitos adversos a
saude como dor de cabeca e alergias, resultando em infeccfes respiratérias, doenca
pulmonar e asma (MENEZES, 2012).

O ser humano inala em média 10 m* de ar por dia, contendo esporos de 3 a
30 um de tamanho. Aproximadamente, esporos de C. cladosporioides medem 5 um,
sendo facilmente dispersos no ar e transportados para as vias aéreas e pulmdes,
onde as reacdes alérgicas se manifestam. As alergias causadas pelo fungo podem
ser graves dependendo da concentracdo de esporos inalados. Também podem
causar infec¢des oportunistas, relacionado principalmente a pessoas com o sistema

imunologico comprometido (OGOREK et al., 2012).
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Os esporos presentes no ambiente interior ndo sé@o suficientes para causar
danos a saude, sdo necessario mudancas no equilibrio entre o fungo e o hospedeiro
como a imunidade do individuo, dimensdo dos esporos e exposicdo continua
(ZOPPAS et al., 2012).

3.6 Vias respiratorias

O ar inspirado é conduzido pelo sistema respiratorio por meio de condutos,
denominados vias aéreas e se dividem entre o ramo superior (narinas e/ou boca,
faringe, laringe e traqueia) e inferior (brénquios, bronquiolos, ductos alveolares,
sacos alveolares e alvéolos) (LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 2013). As funcdes
do sistema respiratério incluem equilibrio acido-base, fonacdo, defesa,

metabolizacao e, principalmente, a realizacao de trocas gasosas (AOKI, 2013).

7z

A estrutura das vias aéreas € formada por uma mucosa respiratoria
superficial e profunda. A superficial € classificada como epitélio cilindrico ciliado
pseudoestratificado, em sua maioria, mas também apresentando células caliciformes
e células basais. A profunda (lamina proépria) € formada por tecido conjuntivo frouxo
contendo numerosos capilares e glandulas (LECHNER; MATUSCHAK; BRINK,
2013).

A traqueia bifurca-se nos bronquios principais subdividindo-se em ramos.
Cada geracdo desses ramos mais profundos torna-se sucessivamente mais curta e
mais estreita. De dentro para fora, as paredes brénquicas consistem de epitélio
respiratorio, com menos células caliciformes que na traqueia, sobrejacentes a uma
lamina prépria que fica sobre faixas cruzadas de mdusculo liso, abrangendo a
muscular da mucosa, sob a qual esta uma camada submucosa com menos
glandulas seromucosas que nha traqueia, e revestindo cartilagem hialina, esta
circundada por uma camada adventicia difusa de tecido conectivo fibroso. Com a
diminuicado dos bronquiolos devido as ramificagdes, as placas cartilaginosas tornam-
se menores e desaparecem, quando entdo o ramo € designado bronquiolo. A
espessura do epitélio bronquiolar muda do proximal para o distal, passando de um

epitélio colunar pseudoestratificado (onde a via area € mais larga) ciliado para um
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epitélio colunar simples ciliado e entdo para um epitélio cuboide simples ciliado
(onde a via area é mais estreita) (MESCHER, 2010) (Figura 2).

Alvéolo pulmonar.
Hematose

Agregacao de
Linfécitos.
Imunoprotecao

Pequeno bronquiol

Muisculo liso. Controle
do diametro do
bronquiolo. Asma

Epitélio cubico

Luz do bronquiolo.
Circulacdo de ar

Figura 2 - Corte histolégico de um bronquiolo
Corte de um bronquiolo corado com hematoxilina e eosina (H.E)
Fonte: Adaptado de Junqueira e Carneiro, 2004

Os ductos alveolares surgem dos bronquiolos respiratorios distais, e sua
parede geralmente parece ser constituida por duas fileiras de aberturas nos alvéolos
adjacentes, separadas por pilares de muasculo liso e elastina, que funcionam como
delgados esfincteres e mantém a integridade estrutural. Os ductos e alvéolos séo
revestidos por epitélio escamoso simples, composto de pneumdcitos do tipo |, essas
células sdo unidas uma a outra e as células do epitélio alveolar por juncdes
oclusivas, além disso, suas membranas estdo fundidas & membrana basal das
células endoteliais dos capilares, ocorrendo a troca de gas mais difusa (ROSS;
PAWLINA, 2011). Os pneumdcitos tipo Il secretam surfactante, uma mistura de
fosfolipideos e proteinas que reduz a tensao da superficie e promove estabilidade
alveolar com baixos volumes pulmonares (LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 2013).
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Alergia respiratoria é resultante de uma resposta inflamatéria mediada por
IgE que resulta em inflamag&o cronica das vias aéreas. Desta forma, a rinite alérgica
€ caracterizada por um infiltrado inflamatoério nasal multicelular, com predominio de
mastocitos, linfécitos T e eosindfilos. Esta resposta celular ocorre em individuos
previamente sensibilizados aos aeroalérgenos, e inclui quimiotaxia, recrutamento
seletivo e migragcdo transendotelial de células. Com libertagdo de citocinas
(interleucinas 3, 4, 5 e 13) e quimiocinas (eotaxina, RANTES), além da ativacdo de
células estruturais (endoteliais, epiteliais e do intersticio da via aérea), que também
participam expressando moléculas de adesédo (ICAM-1, VCAM-1) e produzindo
mediadores importantes na inflamacao. As principais células envolvidas na resposta
inflamatoria mediada por IgE séo células apresentadoras de antigenos, mastacitos,
linfécitosTh2, linfocitos B e eosindfilos (SILVA, 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local do estudo

As coletas foram realizadas em ambientes climatizados de uso publico e
coletivo nos periodos de maior circulacdo de pessoas, inclusive ambientes
hospitalares e pontos externos em Maceié-Alagoas. Apos as coletas as placas foram
transportadas ao Laboratério de Ambientes Climatizados - LAC do Instituto de
Ciéncias Biolégicas e da Saude — ICBS/UFAL, para o crescimento, quantificacao,
isolamento, purificacdo e identificacdo. Os ensaios biolégicos com animais foram
realizados no Laboratério de Biologia Celular, Instituto de Quimica da Universidade

Federal de Alagoas.

4.2 Coleta das Amostras

Foi utilizado um amostrador de ar por impactagéao do tipo Andersen® de um
estagio da marca Energética, com impactacdo em placas de Petri de 90 X 10 mm
contendo meio Agar Sabouraud Dextrose a 4% e 50 mg.L™" de cloranfenicol para
inibicdo do crescimento de bactérias. O impactador foi posicionado no centro dos
ambientes analisados a 1.5 metros de altura do solo com vazéo fixa de 28,0 L/min
durante 10 minutos, totalizando 280 litros de ar para cada amostra como
preconizado pela RE N° 9 ANVISA / 2003. Apés cada coleta as placas foram

vedadas com um parafilme, identificadas e conduzidas ao laboratério (Figura 3).



Figura 3 - Amostrador de ar do tipo Anderson® de um estagio

(A) Amostrador de ar no ambiente analisado. (B) Placa de Petri com meio Agar Sabouraud
Dextrose. (C) Placas de cultura acopladas ao impactador. (D) Apds impactacdo por 10 min.
(E) Placas vedadas por parafilme, identificadas por local e transportadas paro a LAC-ICBS
para incubac¢do por 5 dias.

24
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4.3 Quantificacao e identificacdo de Cladosporium cladosporioides

As placas coletadas foram incubadas a 28°C em estufa, por um periodo de
cinco dias para o desenvolvimento dos fungos filamentosos. ApOs crescimento as
colénias, estas foram quantificadas como unidades formadoras de col6nias por
metro cubico de ar (UFC/m®) (Figura 4A). Passado o periodo de incubacéo, foi
observada visualmente, a ocorréncia de colbnias fangicas de interesse para o
presente estudo e providenciada a repicagem da colbnia, baseado nas
caracteristicas do género. Posteriormente, o isolado foi purificado através de cultura
central em meio Agar Sabouraud Dextrose (Figura 4B). O fungo isolado foi
identificado com base nas caracteristicas macro e microscopicas da colénia como
cor, superficie e textura do verso e reverso, através de chaves de identificagcdo
segundo De Hoog et al. (2000). Os critérios de escolha da espécie foram baseados
em sua ampla distribuicAo em ambientes climatizados e na auséncia de estudos

sobre a patogenicidade em modelos biolégicos com camundongos.

Figura 4 - Aspectos macroscopicos dos fungos filamentosos

(A) Crescimento de Fungos filamentosos apds 5 dias de incubagdo. Seta representa o
género Cladosporium sp isolado. (B) Isolamer:o e Caracteristica macroscdpica (Verso). (C)
Reverso de C. cladosporioides.
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Para as observagBes das caracteristicas microscépicas, foi realizada a
técnica de microcultivo descrita de Ridell (1950). Este procedimento consistiu na
inoculacdo do fungo sobre um pequeno bloco de meio Agar Lactrimel sobre uma
lamina de vidro no interior de uma placa Petri de 100x10 mm esterilizada (Figura
5A). Apos inoculagéo do isolado o bloco de meio foi coberto por uma laminula de
22x22 mm. O papel filtro no interior da placa foi umedecido com 1 mL de agua
destilada esterilizada e a placa incubada em estufa, a 28°C por 7 dias. Apés a
incubacédo, a laminula foi retirada e colocada sobre uma lamina contendo corante
Lactofenol Azul de Algoddo. As laminas preparadas foram observadas ao
microscopio o6ptico em aumento de 40X e 100X para a visualizacdo das
caracteristicas estruturais e reprodutivas do fungo (Figura 5B). A espécie fungica foi
identificada através de suas caracteristicas morfolégicas seguindo os critérios
adotados nas chaves de identificagdo De Hoog et al., (2000). As amostras
identificadas foram preservadas em agua destilada pelo segundo método Castellani
(1939).

Figura 5 - Aspectos microscépicos dos fungos filamentosos

(A) Microcultivo de Ridell. (B) Caracteristica microscopica de Cladosporium
cladosporioides (100X). (C) Conidios.
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4.4 Cultivo e preparo do inéculo de C. cladosporioides

Esporos de C. cladosporioides foram semeados em meio Agar Sabouraud
Dextrose a 4% por 10-15 dias em temperatura de 28°C. Posteriormente foram
coletados assepticamente e transferidos em solucéo salina (NaCl 0.9% acrescido de
0.1% de Tween 80). A suspensado de conidios foi transferida para tubos de ensaio
esterilizados, agitados em Vortex, e a turbidez ajustada para 0,5 da escala
McFarland correspondendo a aproximadamente 10° conidios/mL. A concentracéo
final foi obtida pela leitura dos conidios em céamara de Neubauer (Figura 6),
ajustando-se para 2x10° segundo Hogaboam et al. (2000). A contagem do n° de

conidios/mL foi dada pela férmula: conidios/mL = n x 25 x 10*, onde:

n = nimero médio de conidios contados por campo
25 = nimero de quadrantes na camara

10* = fator da camara

Y U 1
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-
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Figura 6 - Camara de Neubauer
Camara de Neubauer com os respectivos campos de contagem
Fonte: Adaptado de Oliveira, 2011
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4.5 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) de ambos 0s sexos,
pesando entre 18-30g, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de
Alagoas (BioCen-UFAL) com trés meses de vida. Os animais foram mantidos em
gaiolas com temperaturas controladas, em torno de 24°C, em ciclo claro/escuro de
12h com livre acesso a racéo tipo pellets (Presence - Purina®) e agua. Todos os
experimentos foram aprovados pelo comité de Etica em Pesquisa com Animais da
Universidade Federal de Alagoas (Licenca n° 009515/2011-87).

4.6 Desenho experimental

Foram incluidos no estudo 80 camundongos os quais foram distribuidos em
cinco grupos experimentais como: Grupo 1 - Controle (GC), composto de 8 animais
expostos a solucdo salina, e C. cladosporioides (Cc), composto de 8 animais
submetidos a instilacdo intranasal de esporos de C. cladosporioides, avaliados 24
horas apos a instilacdo (1 dia); Grupo 2 - Controle (GC), composto de 8 animais
expostos a solugdo salina, e C. cladosporioides (Cc), composto de 8 animais
submetidos a instilacdo intranasal de esporos de C. cladosporioides, avaliados 72
horas apés a instilacédo (3 dias); Grupos 3, 4 e 5foram compostos pelos mesmos
nameros de animais, avaliados respectivamente 24 horas apés o 5°, 10° e 15° dias

da instilagéo (Figura 7).

| | | | ?‘ | | | DIAS DE
INSTILAGAO
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

G4 - es

G1=Grupo 1 {GC+ Cc) 1 DIA

Ce= Cladospori Jadosporioid
GC = Grupo Controle Q

Avaliagao

Figura 7 — Esquema ilustrativo do desenho experimental para o grupo teste e

controle.
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4.7 Instilacdo intranasal

As instilagbes foram realizadas uma vez por dia para cada animal, e
avaliados 24 horas apés a ultima instilacdo. Os animais foram anestesiados com
uma injecao intraperitoneal de xilazina (5 mg/kg Anasedan®) e cetamina (35 mg/kg
Dopalen®) para a administracéo intranasal de 30ul de C. cladosporioides contendo
2x10° conidios/mL. O grupo controle foi instilado com o mesmo volume de solucéo
salina (NacCl, 0,9% e 0,1% de Tween 80).

Apoés a Uultima instilacdo os animais de cada grupo foram mantidos na
posicdo vertical durante dois minutos para permitir a instilagdo completa da dose e
posterior recuperacdo anestésica. Em seguida, foram recolocados nas gaiolas e
mantidos em observacdo até o momento da avaliacdo. Os testes foram realizados
em animais imunocompetentes e durante o periodo experimental, os animais nao

apresentaram alteracdes patoldgicas visiveis ou de comportamento.

4.8 Obtencéo do Lavado Broncoalveolar

Os animais foram eutanasiados 24 horas apos a Ultima instilacdo de cada
grupo e foi realizado o lavado broncoalveolar (LBA) através da exposicdo da
traqueia e insercdo de uma canula de polietileno conectada a uma seringa de 1 mL.
O pulméo foi lavado com PBS/EDTA 10mM e o liquido recolhido foi centrifugado a
1500rpm por 10 minutos a 5°C. Apos a centrifugacédo o sobrenadante foi aliquotado
e armazenado em freezer de ultrabaixa temperatura -80°C. As células concentradas
no tubo foram ressuspendidas em PBS e diluidas na solucdo de Turk (1:5) para a
contagem de leucdcitos totais em camara de Neubauer por microscopia 6ptica (x20)
(BX4, OLYMPUS). Uma amostra de 100 ul dessas células foi utilizada para o
preparo de citoesfregagos, as laminas foram posteriormente coradas pelo método de
May-Grunwald-Giemsa para a contagem diferencial das células baseado nos
critérios normais de morfologia, classificando como eosindfilos, neutrdfilos, linfocitos
e monocitos com o auxilio de um microscépio Optico com ampliacdo de x100 (BX41,
OLYMPUS).
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4.9 Analise histopatolégica

Para a analise morfolégica, os pulmdes dos animais de todos 0s grupos
apos 24 horas da ultima instilagdo foram perfundidos via ventriculo direito com
solucéo salina contendo EDTA 10mM e fixados com solugéo de BUAN por 24h. Os
pulmbes foram desidratados por concentracdes crescentes de etanol, clarificados
por xilol e incluidos em parafina. Em seguida, o material parafinado foi levado ao
micrétomo e realizado cortes de 5um. Os cortes em seguida foram desparafinados
por xilol, reidratados por concentracbes decrescentes de etanol e submetidos a
coloracdes para avaliacao estrutural (Hematoxilina-Eosina), producdo de muco e
presenca de conidios e hifas (Acido Periddico de Schift - PAS). O processamento
histol6gico e as coloracfes foram realizados na Plataforma de Histologia do Setor de

Histologia e Embriologia da UFAL.

Fotomicrografias de 10 campos aleat6rios por lamina foram realizadas
usando camera digital (DP25, OLYMPUS) adaptada ao microscopio (20x) (BX41
OLYMPUS) para analisar as alteracdes histolégicas presentes de inflamacao
peribrénquica. As andlises foram descritas de forma semi-quantitativa seguindo os
critérios: 0 — normal; 1 — poucas células; 2 — um anel de células inflamatérias com
profundidade de 1 célula; 3 — um anel de células inflamatérias com profundidade de
2-4 células; 4 — um anel de células inflamatérias com profundidade maior que 4
células, caracterizando a inflamacdo em: Perialveolar, peribrédnquica/bronquiolo, nos

septos ou subpleural como descrito por Myou et al. (2003).

Para avaliar os niveis de producdo de muco no pulmao e a presenca de
conidios e hifas, fotomicrografias de 10 campos aleatérios por lamina foram
realizadas usando camera digital (DP25, OLYMPUS) adaptada ao microscopio (40x)
(BX41 OLYMPUS). Realizou a determinacdo da producdo de muco através do
reconhecimento da cor relativa as estruturas de interesse (muco) e a presenca de
conidios e hifas foram descritas de forma semi-quantitativa seguindo os critérios: 0 —

Negativo, 1 — Discreto, 2 — Moderado e 3 — Intenso.

A analise quantitativa das imagens foi realizada através do programa
ImageJ® 1.47 (Nationallnstitutesof Health (NIH) - EUA).



31

4.10 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média
(EPM). Comparacéo estatistica entre os grupos foi realizada por analise de variancia
(ANOVA) e do teste t de Student. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando os valores de p < 0,05 usando o programa
GraphPad Prism® 5.0 (Software Inc., San Diego, CA, EUA).



32

5 RESULTADOS

5.1 Identificacéo de C. cladosporioides pelo método convencional

Colbnias de Cladosporium apds um periodo de incubacdo de 10 dias em
meio Agar Sabouraud a 25°C apresentaram margens em tons de verde-oliva até
marrom-esverdeado em textura aveludada (Figura 4B e C). As caracteristicas
microscopicas mais distintivas dessa espécie sdo células conidiogénicas de
coloragdo verde-oliva-marrom, conidiéforo terminal, ramificado, liso, sem nddulos
decorrentes de hifas ascendentes. Cicatriz proeminente nos conidios cilindricos e
elipsoides, podendo apresentar até 2 septos. Caracteristicas baseadas pela chave
de identificacdo de Hoog et al. (2000) (Figura 5B e C).

5.2 Avaliacdo da resposta inflamatéria no lavado broncoalveolar

A instilacdo intranasal com conidios de C. cladosporioides em camundongos
aumentou o numero de leucdcitos totais no Lavado Bronco alveolar (LBA) apés o 1°,
3°, 5° e 10° dias, quando comparado com o grupo controle. A administracdo dos
conidios no 1° e 3° dia ap0s a instilacdo ndo resultou em diferenca significativa no
total de leucécitos recrutados para a cavidade pleural quando comparado com o
grupo controle. Ocorreu um maior recrutamento de leucdcitos, estatisticamente
significativo, no 5° dia (de 1,16 + 0,37 para 1,68 + 0,39 x 10° células/cavidade) e 10°
dia (de 1,85 + 0,40 para 3,08 + 0,57 x 10° células/cavidade) apds instilacéo (Figura
8).
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Figura 8 — Leucdcitos totais presentes no lavado broncoalveolar (LBA)

Apds 24h, 3, 5, 10 e 15 dias de instilacdo, contagem total de leucdcitos presente no
Lavado Bronco Alveolar de camundongos com 2x10° conidios de Cladosporium
cladosporioides. Dados apresentados por média + E.P.D. de 6 animais. *p < 0,05
comparados com o grupo controle. Analisados por POST-HOC de TUCKEY-RAMER.

Como apresentado na Figura 9, a instilacdo intranasal da suspensao fungica
por 10 dias consecutivos, induziu aumento significativo (***P) do numero de
neutréfilos no LBA (de 0,57 + 0,11 para 2,90 + 1,18 x 10° células/cavidade), quando
comparados com seus respectivos controles. Apés 3 dias de instilacdo, observou-se
um aumento significativo de linfécitos (de 0,11 + 0,03 para 0,26 + 0,06 x 10°
células/cavidade) e mondcitos a partir do 5° dia (de 0,42 + 0,09 para 1,07 + 0,21x10°
células/cavidade), quando comparado com animais do grupo controle. Os eosinofilos
presente nos pulmdes dos animais submetidos aos conidios C. cladosporioidesnao

apresentaram diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 9 — Efeito dos conidios de Cladosporium cladosporioides no influxo de células inflamatérias no

lavado broncoalveolar de camundongos

Neutréfilos, Linfocitos, Mondcitos e Eosinéfilos no Lavado broncoalveolar de camundongos instilados com 2X10°

conidios de Cladosporium cladosporioides (Cc) apos 24h, 3, 5, 10 e 15 dias de tratamento. Dados apresentados

por média * EPD de 6 animais. *p < 0,05, ***p <0.001 comparados com o grupo controle e analisados por ANOVA

seguido do teste t de Student.
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5.3 Analise histopatolégica

Foram realizados cortes histolégicos corados com HE e PAS. Os cortes do
pulmdo de animais submetidos a instilacdo com solucdo salina apresentaram
preservacao da estrutura tecidual dos brénquios, alvéolos e septos alveolares de
tamanho normal sem a presenca de sinais de agressdo inflamatoria na regiao

peribronquica.

Apoés 24 horas, 3° e 5° dia de instilagdo com conidios de C. cladosporioides,
os pulmdes dos animais apresentaram mudancas morfolégicas como: presenca de
infiltrado celulares inflamatérios em areas perivasculares e peribronquicas, alteracao
morfolégica dos alvéolos, septos alveolares, do epitélio de revestimento dos
brénquios quando comparados com os pulmdes dos animais do grupo controle.
Apos 0 10° e 15° dia o pulm&o dos animais apresentaram um aumento de células do
infiltrado inflamatério, no didametro de septo alveolar, caracterizando a presenca de

infiltracdo pulmonar (Figura 10).

Para avaliar a presenca de conidios, hifas e a producdo de muco por
hiperplasia das células caliciformes (mucopolissacarideos no tecido - rosa magenta),
foram utilizadas a coloracdo por PAS. O grupo avaliado ap6s o 1° e 3° dia de
instilacdo n&o apresentou producdo de muco na regido dos bronquiolos nem
presenca de conidios e hifas. Apés o 5° e 10° dia apresentou um aumento nas
células produtoras de muco e intensa presenca de conidios na regido do
parénquima pulmonar. No 15° dia de instilacdo com conidios de C. cladosporioides,
nao foram observados producdo de muco nas regides perivasculares e
peribrébnquicas do tecido pulmonar. Entretanto, conidios e hifas mostraram se

intensos na regiao pulmonar (Figura 11).
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Figura 10 — Efeito dos conidios de Cladosporium cladosporioides no tecido pulmonar de
camundongos corados por H.E

Aspectos morfoldgicos das lesGes em estudo corados com HE. (A) grupo controle com bronquios
alveolares e ductos alveolares preservados (200x); (B, C e D) grupo teste apds 1°, 3° e 5° dia
respectivamente, com presenca de infiltrado inflamatdrio polimorfonucleares e preservag¢dao da
estrutura dos septos alveolares (200x); (E e F) grupo apds o 10° e 15° dia caracterizado por septos
alveolares espessos e com infiltrado inflamatério intenso (200x). A seta preta, azul e amarela indica
respectivamente, os alvéolos, bronquios alveolares e infiltrados inflamatdrio.
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Figura 11 - Efeito dos conidios de Cladosporium cladosporioides na producdo de muco e a
presenca de conidio e hifas no tecido pulmonar de camundongos corados por PAS
Aspectos morfoldgicos das lesdes em estudos corados por PAS. (A) grupo controle; (B, C, D, E e F)
grupos ap6s 1°, 3°, 5°, 10° (x400) e 15° dia respectivamente. Seta preta indica o muco produzido no
epitélio bronquiolar corado de rosa magenta. A seta amarela evidencia intensa aglomeragdo de

conidios e seta azul mostra hifas.
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6 DISCUSSAO

Foi apresentada neste estudo a inducdo de alteracbes em estruturas
celulares, resposta inflamatéria e influxo de células polimorfonucleares no
parénquima pulmonar quando realizada a instilacdo intranasal de 30 pL de
Cladosporium cladosporioides na concentracdo de 2x10° conidios/mL em
camundongos. Apos o 1° 3° e 5° dias de instilacdo, ocorreu preservacdo da

estrutura pulmonar sem extravasamento pleural em células inflamatorias.

Considerando as altas concentracdes de esporos presentes em ambientes
climatizados, a exposi¢cdo a esse microrganismo pode causar infeccbes, reacdes
alérgicas e irritantes, resultando em uma sensibilizacdo respiratoria (asma ou
alveolite) e efeito toxicolégico no pulmao, dentre outras (LORENTE et al., 2012;
ZOPPAS et al., 2012; SANTA-RITA, 2010). Este fato demonstra uma grande lacuna
na RE n°® 9 por ndo apresentar a concentracdo maxima permitida para esporos de
fungos patogénicos das vias respiraveis. A literatura mundial carece de estudos
sobre ensaios biolégicos de laboratorio envolvendo a concentracdo minima

necessaria para desencadear patologias.

Estudando a disperséo fungica em ambientes hospitalares climatizados em
literatura especifica, observa-se que eventos de desinfeccao, ventilacdo e transito de
pessoas sao fatores determinantes para a presenca de fungos anemofilos,
verificando também grande frequéncia de Cladosporium sp (OGOREK et al., 2012).
No entanto, torna-se relevante lembrar que devido a prépria natureza das atividades
realizadas nestes locais, onde podemos encontrar individuos com a saude alterada,
debilitados ou imunodeprimidos, a identificacdo das espécies mostra-se importante
uma vez que por meio desta, é confirmada a patogenicidade da mesma (LORENTE
et al., 2012; AQUINO et al., 2013).

A relacdo entre a concentracdo de esporos de fungos presentes em
ambientes fechados, relacionados aos sintomas respiratorios em seres humanos,
tem sido registrada constantemente, ocasionalmente 3.000 esporos/m® de
Cladosporium sp tém sido relatada como causadoras de transtornos respiratorios
(LONGO et al., 2014). Os resultados obtidos demonstram a presenca de grandes

concentracbes de Cladosporium sp nos ambientes estudados, sendo o relatado
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proveniente de fontes dispersoras internas (ventilacdo, umidade e temperatura).
Visto que uma das fungBes dos condicionadores de ar é controlar as fontes
dispersoras, particulas biolégicas provenientes do ar exterior pode-se verificar uma
deficiéncia neste quesito nos ambientes estudados, representando um risco para a
saude dos seus ocupantes. Diante disto € de extrema importancia medidas de
controle, que sO poderd ser atingida através de um programa de manutencdo e
controle adequado (OGOREK et al., 2012; ZOPPAS et al., 2012).

Possivelmente a concentracdo do inoculo estimula e evidencia o papel
fundamental de ambos os tipos celulares. Os resultados demonstram que a uma
baixa concentracdo de esporos, individuos ocupantes de ambientes climatizados
podem estar expostos a riscos de doencas respiratdrias causadas por fungos
presentes nestes ambientes. Diante disto, medidas preventivas devem ser tomadas
a fim de prevenir o crescimento desses microrganismos e o desenvolvimento de
doencas ocupacionais causadas pelos mesmos, e estas medidas devem ser
tomadas observando os multiplos fatores que possam estar envolvidos na
permanéncia e persisténcia destes patégenos no ambiente interior como descreve
Cooley et al., (2011).

Durante as primeiras horas do processo inflamatério, ocorre o
extravasamento pleural rico em células inflamatérias, contendo inicialmente
neutrdéfilos, eosinodfilos, seguida por fagocitos mononucleares e linfocitos. Agra
(2014) em sua pesquisa revela que, a cavidade pleural recebe as células residentes
(mesotélio, macrofagos, mastocitos, entre outras), secretam diferentes mediadores
pré-inflamatérios, incluindo aqueles responsaveis pelo recrutamento de células
polimorfonucleares. Estes resultados estdo em acordo com o trabalho realizado por
Cooley et al., (2011) onde utilizando conidios de Penicillium chysogenum relataram
que a inalacdo em longo prazo, induz resposta inflamatéria rica em eosindfilos, e

intensa presenca de conidios na regido periférica das vias aéreas.

Estudo feito por Hogaboam et al.,, (2000), foi demonstrado que a
administracdo intratraqueal com conidios de Aspergilllus fumigatus apos 30 dias,
induziu resposta inflamatoria e alteracdes no numero de células produtoras de muco
das vias aéreas. Flemming et al., (2004) revelaram diferengas significativas na

vascularizacdo, resposta inflamatdria e citotoxica no pulmdo de camundongos
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expostos intratraquelmente com 50uL (2x10° conidios/mL) de C. cladosporioides e
Stachybotrys chartarum apds 3 dias de avaliacdo. Estes dados claramente indicam
que esporos de C. cladosporioides em associagdo com esporos de S. chartarum
apresentam acao inflamatoria nas vias aéreas em modelo de doenca inflamatoria

pulmonar.

Com relacédo aos leucécitos totais foi observada uma inflamagédo moderada
no 5° dia de avaliagdo. A partir do 10° e 15° dia, foram observadas intensa
inflamacé@o com consequente dano tecidual, sendo a resposta inflamatéria composta
por afluxo transitorio de células polimorfonucleares. A literatura mostra que, a
cinética de recrutamento leucocitario pode variar de acordo com o sistema imune de
cada individuo (SILVA, 2012). A partir do 10° dia, a resposta celular foi composta
intensamente por populacdes de neutrdfilos, que sdo resultados do dano tecidual e
pela presenca de elementos fungicos, uma vez que na auséncia dessa populacao
celular os fungos rapidamente invadem o pulmé&o. No entanto, deve-se considerar
que a simples presenca do fungo induz a migracdo de neutréfilos para o sitio da
infeccdo e a exacerbacdo dessa resposta inflamatoria, visa prevenir a invasao

fungica. Porém, segundo Balloy et al., (2005) sua exacerbacao pode levar a morte.

A contagem diferencial mostrou um aumento significativo de mondcitos
(células precursoras de macrofagos) a partir de 5° dia apOs instilacdo, e de
neutrofilos a partir de 10° dia, evidenciando assim o papel fundamental de ambos os
tipos celulares na contencédo e destruicdo das estruturas do patdégeno (conidios e
hifas). O aumento tardio do numero de mondcitos, quando comparados aos
neutroéfilos, pode ser explicado pela presenca de macréfagos alveolares residentes
no pulméo. A partir do momento que 0 processo infeccioso exigiu um maior
recrutamento de células monociticas (5° dia apds instilacdo) para o tecido
acometido, a medula 6ssea aumentou a producdo destas células, fato verificado
pela contagem diferencial neste periodo. Possivelmente a grande quantidade de
neutréfilos no LBA € devida a alta concentracdo do inoculo utilizado neste trabalho.
A literatura mostra que a instilacdo do inéculo menos concentrado (£ 10° conidios
por camundongo) de Aspergillus fumigatus resultou em niveis de recrutamento de
neutréfilos para o LBA muito baixos, pois macréfagos alveolares residentes, por si

s6, foram capazes de conter a infeccédo (PHILIPPE et al., 2003).
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As repercussoes clinicas a exposicdo a fungos sdo variadas, sendo as mais
relevantes, em patologia alérgica, as que se traduzem por quadros de rinite, asma
brénquica, alveolite alérgica extrinseca, pneumonite e cancer. (ZUKIEWICZ-
SOBZAK, 2013; LOUREIRO, 2001). Em geral, a prevaléncia de doencas alérgicas
respiratérias como asma brénquica e rinite alérgica causadas por fungos, indicam
25% a 30% em individuos atopicos, e até 6% na populacdo em geral, ressaltando
gue esporos de Cladosporium sdo os mais comuns e induzem a fatores que levam a
reacbes alérgicas (HASNAIN, AKHTER, WAQAR 2012; KNUTSEN et al., 2012). E
importante citar que o desenvolvimento de grande parte das doengas mencionadas,
depende de fatores diversos, tais como o nivel de exposi¢do, o tempo de exposicao
e a imunidade dos individuos expostos (RIBEIRO, 2011).

Tendo em vista o grande poder alergénico de Cladosporium cladosporioides
e considerando o fato dos resultados apresentados serem referentes a um ambiente
climatizado, torna-se preocupante a permanéncia continua de individuos nesse
local. Em conjunto, os dados apresentados revelam que esta espécie provoca
reacdo inflamatoria, principalmente nas vias aéreas. E que medidas preventivas
devem ser tomadas para amenizar os fatores que contribuem para o

desenvolvimento dos fungos nesses ambientes.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

= Ao serem instilados com suspensdes de conidios de C. cladosporioides,
houve inducdo e aparecimento de infiltrado inflamatoério predominantemente
em células polimorfonucleares, mostrando especamento da parede brénquica

e dos alvéolos;

= Foi observada moderada presenca de muco apenas no 5° dia de avaliacdo e
intensa presenca de conidios e hifas nas proximidades dos brénquios e

alvéolos pulmonares apds o 5°, 10° e 15° dia;

= Uma pequena concentracdo de esporos fungicos pode ser suficiente para
desencadear doencas respiratorias e processos inflamatérios em individuos

saudaveis.
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