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RESUMO 

Entre os principais contaminantes do ar de ambientes climatizados estão os 

bioaerossóis fúngicos, que estão amplamente distribuídos na atmosfera. Dentre as 

espécies encontradas muitas apresentam a capacidade de causar manifestações 

alérgicas e doenças em humanos e animais como Cladosporium cladosporioides. No 

entanto, o perfil de resposta inflamatória que estes fungos causam, quando inalados 

por indivíduos saudáveis, ainda não se encontra totalmente esclarecido. Portanto, 

objetivou-se avaliar a ação de Cladosporium cladosporioides isolado de ambientes 

climatizados sobre as vias respiratórias de camundongos. A coleta do ar foi 

realizada por impactação através de amostrador do tipo Andersen®, utilizando-se 

placas de Petri contendo meio Ágar Sabouraud, durante 10 minutos em horários de 

movimento como preconizado pela RE Nº 9 da ANVISA. As placas foram incubadas 

a 28 ºC pelo período de cinco dias. Após o crescimento das colônias, as mesmas 

foram cultivadas em cultura central e posteriormente identificadas com base nas 

características macro e microscópicas. Seguindo da identificação, esporos da 

espécie em estudo foram suspensas em solução salina para obtenção da 

concentração de 2x105 conídios/mL. Posteriormente, 30 µl desta suspensão foram 

administrados por via intranasal em camundongos Swiss (18–25g, n = 8) de ambos 

os sexos nos tempos de 1, 3, 5, 10 e 15 dias. Grupo controle foi composto por 

animais que receberam apenas veículo (0,1% de Tween 80 + NaCl a 0,9%). Após 24 

horas da última instilação, os animais foram eutanasiados para a obtenção do 

lavado broncoalveolar (LBA). Todos os procedimentos nos quais foram submetidos 

os animais foram aprovados pelo Comitê de Ética e Pesquisa, da Universidade 

Federal de Alagoas no processo n° 009515/2011-87. Animais que receberam 

conídios por 1 dia e 3 dias não exibiram alterações no parênquima pulmonar. Porém, 

houve um aumento significativo na contagem de leucócitos totais após o 5° e 10º dia 

de estímulo com o conídio. A contagem diferencial dos leucócitos no 3° dia de 

exposição revelou que a população dos linfócitos no LBA mostrou-se aumentada em 

57% quando comparado ao controle. Os monócitos do LBA exibiram um aumento de 

46% após o quinto dia. Porém, os neutrófilos somente mostraram-se 

estatisticamente elevados após o 10º dia de exposição ao conídio. Cortes 

histológicos do pulmão corados por HE mostraram intensa migração de células 

polimorfonucleares para a cavidade pleural e na coloração por PAS mostrou-se 

presença de muco a penas no 5° dia de avaliação. A partir do 3° dia, conídios e hifas 

no tecido pulmonar mostrou-se intenso. Estes dados mostram que a inalação de 

conídios de C.cladosporioides em baixas concentrações, presentes em ambientes 

climatizados induz influxo de células inflamatórias para o trato respiratório. No 

entanto, uma pequena concentração de esporos fúngicos pode ser suficiente para 

desencadear processos inflamatórios em indivíduos saudáveis.  

Palavras-chave: Cladosporium cladosporioides. Ambientes climatizados. Reação 

inflamatória. Análise histológica. 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 Nº 9 of ANVISA. The dishes were 

incubated at 28 ºC 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 2x105 conidia/mL. 

Afterwards, 30 µl 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 5th and the 10th 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 INTRODUÇÃO 

 

Com o aumento do uso de condicionadores de ar, os ambientes climatizados 

artificialmente tornaram-se uma importante área de pesquisa. De acordo com os 

padrões da Organização Mundial de Saúde (OMS), locais fechados como escolas, 

cinemas, residências e hospitais podem tem má qualidade do ar. A baixa qualidade 

ocorre principalmente pela má higienização dos aparelhos de ar condicionado e pela 

falta de controle periódico sobre as possíveis fontes de contaminação. Pelo fato das 

taxas de renovação de ar não estarem sendo satisfatório, o ar recirculado no 

ambiente proporciona a colonização de microrganismos, sendo estes ambientes 

influenciados por variações 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 estão as partículas microbianas, incluindo fungos, bactérias e vírus. Os 

fungos isolados com maior frequência nestes ambientes pertencem aos gêneros 

Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, Rhodotorula, Aureobasidium, Candida, 

Fusarium, Curvularia, Rhizopus, Helminthosporium e Trichoderma (AQUINO et al., 

2013). Os causadores de manifestações alérgicas no homem pertencem aos 

gêneros: Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cladosporium, Fusarium, Candida, 

Aureobasidium e Curvularia entre outros, tornando-se elementos especialmente 

alergizantes, fator este bastante preocupante à clínica médica, dos quais os mesmos 

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

Os propágulos fúngicos são encontrados em grande concentração nos mais 

variados locais, especialmente em ambientes úmidos, o que resulta muitas vezes 

em sensibilização dos indivíduos atópicos. Por essa razão os fungos anemófilos 

estão considerados entre os mais ubíquos aeroalérgenos, desempenhando um 

importante papel na etiologia das alergias das vias respiratórias (HASNAIN et al., 

2012). 

Entre os vários gêneros predominantes em ambientes climatizados destaca-

se Cladosporium como um dos mais frequentes. Os conídios de Cladosporium, são 

bem adaptados para se espalharem facilmente em longas distâncias (ZOPPAS et 
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al., 2012; ZUKIECZ-SOBCZAK, 2013). Dentre as mais variadas espécies presentes 

no gênero, Cladosporium cladosporioides apresenta-se com relevância médica 

podendo afetar gravemente pessoas asmáticas, causar micoses, infecções 

pulmonares e reações alérgicas.  (LORENTE et al., 2012; BENSCH et al., 2010). A 

contaminação por essas partículas poderá resultar em desconforto, perda de 

produtividade e absenteísmo, entre outras (FAIRS et al., 2010 HASNAIN et al., 

2012). 

É válido destacar que, respiramos cerca de 20 mil vezes por dia e o ar 

climatizado artificialmente pode ser prejudicial à saúde. A redução drástica da 

captação do ar externo resulta em aumento da concentração de poluentes biológicos 

no ar interno, fazendo com que a taxa de renovação seja insuficiente. Com isso, 

altas concentrações de microrganismos nos ductos de ar condicionado favorecem a 

proliferação desses agentes podem comprometer a qualidade de vida das pessoas, 

principalmente as que são mais vulneráveis à contaminação, como aquelas que têm 

problemas respiratórios (ADAMS et al., 2013; MENDES et al., 2013). 

Os ambientes hospitalares climatizados merecem destaque, pois a 

concentração e dispersão desses microrganismos pelo ar constituem importantes 

fontes de infecção principalmente em áreas de alto risco como UTIs, salas de 

cirurgias, unidade de transplantados e de pacientes com infecção de alto risco de 

contágio, caso a qualidade do ar destes ambientes não apresentarem conformidade 

com os parâmetros estabelecidos pela resolução nº 9 de janeiro de 2003 da ANVISA 

(BRASIL, 2003). 

Os resultados deste trabalho deverão contribuir de forma relevante para a 

determinação de normas e valores de referência para a presença de fungos 

filamentosos por parte dos órgãos de saúde na questão dos parâmetros adotados 

pela ANVISA no que se refere aos bioaerossóis de ambientes climatizados, sejam 

eles hospitalares ou não, antecipando medidas mitigadoras que contribuam para 

diminuição dos índices de infecção. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a ação de suspensões do fungo Cladosporium cladosporioides, 

isolados de ambientes climatizados de uso público e coletivo e seus efeitos sobre as 

vias respiratórias de camundongos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

a. Avaliar a resposta inflamatória por infiltração dos leucócitos para o 

parênquima pulmonar de camundongos submetidos as suspensões de 

esporos do fungo C. cladosporioides. 

b. Avaliar por parâmetros microscópicos a caracterização morfológica das 

lesões nos pulmões estudados. 
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3 REVISÃO 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 

filtração e condicionamento térmico, para ser novamente insuflado para os 

ambientes interiores. Atualmente, as pessoas passam grande parte do tempo em 

ambientes confinados afastados da iluminação e ventilação natural. Esses 

ambientes artificialmente climatizados proporcionam temperatura ideal gerando 

conforto, produtividade e bem estar para os indivíduos (SANTANA, FORTUNA, 

2012).  

O sistema de ar condicionado são ambientes complexos, destinados a 

conter inúmeras substâncias potencialmente prejudiciais como partículas 

alergênicas (pólen de plantas, fungos, pelos de animais, ácaros e algas) e 

substâncias químicas (CO2, CO, SO2, NO, NO2, H2CO, HPA, O3) (BHATIA, 2011; 

VICHIT-VIDAKAN, VAJANAPOOM, 2011; OMS, 2011). 

Bioaerossóis são partículas em suspensão (vírus, bactérias e fungos) ou de 

origem em organismos vivos (pólen, pelos, partes de insetos) também conhecidos 

como pó orgânico. Estão presente no ar, em função de sua dispersão a partir de um 

local de colonização ou crescimento, contribuindo com cerca de 5-34% da poluição 

do ar interior. Estes contaminantes biológicos podem reproduzir na água acumulada 

em ductos de ar condicionado, umidificadores, telhas ou carpetes úmidos, entre 

outros. As condições necessárias ao crescimento de microrganismos em ambientes 

climatizados podem ser oferecidas pela ventilação inadequada e o consequente 

acúmulo de umidade no interior dos recintos (BHATIA, 2011).  

O interesse na exposição à bioaerossóis tem aumentado ao longo das 

últimas décadas, principalmente porque é reconhecido que a exposição a agentes 

biológicos, tanto no ambiente ocupacional como no residencial, está associada a 

uma ampla gama de efeitos adversos para a saúde dos indivíduos, tais como: 

efeitos tóxicos agudos, alergias e câncer (ROCHA et al., 2010).  
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A exposição a elevados níveis de esporos fungicos podem resultar em 

sintomas generalizados como: dificuldades respiratórias, irritação, coceiras nos 

olhos e nariz que dependendo das condições físicas (ventilação, umidade relativa e 

temperatura do ar) do ambiente, podem estar contribuindo para o surgimento ou 

agravamento de alergias respiratórias. (FONSECA-JUNIOR et al., 2010). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a Síndrome do Edifício 

Doente (SED) descreve uma condição médica em que os ocupantes de um 

determinado edifício sofrem de sintomas de doença ou se sentem mal sem haver 

motivo aparente para isto. Os sintomas ligados à SED são rinite, congestionamento 

nasal, garganta seca, lacrimejamento, irritação ou ressecamento ocular, irritação na 

pele, eritema, sonolência e cefaleia. Suas causas podem ser explicadas por um 

conjunto de fatores, dentre estes a insuficiência do ar exterior, má distribuição do ar, 

controle deficiente de temperatura, aerodisperssóides (poeira) e bioaerossóis 

(fungos, bactérias, vírus), contaminantes químicos entre outros (SILVA et al., 2012; 

BRASIL, 2003).  

A Resolução N° 9 publicada pela ANVISA em 2003, juntamente com a 

Portaria nº 3.523/98 do Ministério da Saúde apresentam medidas básicas e 

procedimentos de limpeza e manutenção dos sistemas de climatização para 

assegurar a qualidade do ar de interiores climatizados. Resolução RE N°9/ANVISA 

2003 estabeleceu os padrões referenciais para a qualidade do ar de ambientes 

climatizados de uso público e coletivo. A legislação em vigor estabelece que a 

contagem total máxima de fungos filamentosos deve ser 750 UFC/m3 de ar e que a 

relação entre as contagens de microrganismos no ar interno e no ar externo não 

deve ser superior a 1,5. Este parâmetro estaria relacionado ao fato de que valores 

muito elevados da relação Interno/Externo (I/E) indicam a presença de fontes 

poluidoras no interior do prédio, que devem ser pesquisadas.  

O fungos de dispersão aérea são capazes de colonizar diferentes substratos 

e habitat de forma eficiente, sobrevivem a grandes variações de temperatura, pH, 

baixa taxa de umidade e baixas concentrações de oxigênio, sendo comum em 

ambientes interiores climatizados (FLORES, ONOFRE 2010; CHAUDHARY, MARR, 

2011).  
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3.2  Fungos anemófilos e agravos à saúde 

 

Os fungos que possuem dispersão aérea são denominados anemófilos, 

fazem parte do ecossistema aerobiológico e apresentam-se em grandes 

quantidades, tendo em vista sua grande capacidade de colonizar diferentes 

substratos e crescer em condições ambientais extremas (ZOPPAS et al., 2012). 

Estão entre os organismos ecologicamente mais importantes do mundo, com 

aproximadamente 1,5 milhões de espécies, das quais menos de 100 mil já foram 

descritas (ORGIAZZI et al., 2012). São organismos eucariontes, aclorofilados, 

heterotróficos, uni ou multicelulares que se reproduzem sexuada ou 

assexuadamente, de natureza ubíqua. Em sua maioria são aeróbios, podendo ser 

anaeróbios facultativos, apresentando temperatura ideal para seu crescimento de 25 

a 30ºC. Algumas espécies produzem estruturas de resistência (esporos) e 

sobrevivem a condições extremas de temperatura (LANG-YONA et al., 2012). 

A dispersão dos esporos na natureza é feita por várias vias: animais, 

homem, inseto, água e, principalmente, pelo ar atmosférico, através dos ventos. A 

maioria dos esporos são de 2 a 10 µm de tamanho podendo facilmente penetrar as 

vias aéreas inferiores desempenhando um papel importante nas alergias que, 

quando inalados, podem ser responsáveis por manifestações respiratórias alérgicas, 

como a asma, rinite, doenças que afetam os pulmões e alvéolos. Atualmente, mais 

de 100 gêneros de fungos têm sido documentados como fonte de alergenos (FAIRS 

et. al., 2010; BACKES et al., 2011; HASNAIN, 2012). Várias espécies de fungos 

anemófilos apresentam grande importância para a qualidade do ar dos ambientes 

interiores, entre eles encontram-se os pertencentes aos gêneros Aspergillus, 

Penicillium, Rhizopus, Cladosporium, Alternaria, entre outros, tornando-se elementos 

especialmente patogênicos, toxigênicos e alergizantes, fato este bastante 

preocupante à clínica médica, além de serem os mais comumente isolados de 

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

 

Em um levantamento dos gêneros predominantes em alguns ambientes 

climatizados verificou-se a superioridade de Cladosporium sp. O gênero, criado por 

Link em 1815, é um dos maiores e mais heterogêneos, compreende mais de 50 

espécies de maior concentração na atmosfera. São fungos de crescimento lento a 

moderado, atingindo a maturidade dentro de 21 dias. Caracteriza-se pela produção 

de colônias ocasionalmente puntiformes, com superfícies planas, aveludadas e 

enrugadas, que vão do verde oliva ao marrom escuro e reverso preto. Os conídios 

de Cladosporium sp são pigmentados, ovais de parede lisa (Figura 1), formados a 

partir de hifas e conidióforos ramificados (ZOPPAS et al., 2012; BENSCH et al., 

2012). Em cortes histológicos se apresentam como grandes células redondas, 

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

As espécies mais isoladas do gênero são Cladosporium herbarum, C. 

fulvum, C. sphaerospermum, C. cladosporioides, C. carrionii e C. oxysporum. 

Poucas espécies têm sido documentadas como agente de infecção micótica em 

humanos (C. carrioni), sendo responsável por causar infecção de pele, unha e 

cromomicose assim como infecções pulmonares e sinusite (ZOPPAS et al., 2012; 

ADAMS et al., 2013; RIBEIRO, 2011). Espécies de Cladosporium secretam vários 

metabólitos secundários tais como a micotoxina cladosporina, a principal micotoxina 

produzidas por C. cladosporioides (OGOREK et al., 2012). 
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Figura 1 - Estrutura de conidiação do Cladosporium cladosporioides com hifas 

septadas, conidióforos laterais produzindo cadeias longas de conídios ovais de parede 

lisa e fina (A). (B) Microscopia eletrônica de varredura 5 µm. (C) Microscopia óptica 10 

µm. 

 

 

3.4  A Espécie Cladosporium cladosporioides e sua distribuição 

 

A espécie C. cladosporioides são encontrados como saprófitas, isolados do 

ar, solo e de vários substratos. São contaminantes do ar e alimentos, com função 

biológica importante na decomposição de matéria orgânica. É considerado um fungo 

endofítico e entomopatogênico de ocorrência natural, também usado amplamente no 

controle biológico, com importante função na decomposição de matéria orgânica e 

forte competidor com outros microrganismos (ADAMS et al., 2013; OLIVEIRA, 2011). 

Fonte: Adaptado de BENSCH et al., 2010; FISHER, COOK, 2001. 
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As características distintivas que mais auxiliam na identificação da espécie são 

colônias de textura aveludada ou flocosas, apresentando coloração verde-oliva ao 

marrom-esverdeado. Hifas ligeiramente ramificadas, presença de cicatrizes 

proeminentes nos conídios unicelulares, elipsoides ou limoniformes. Os conídios 

desta espécie estão entre os bioaeróssois mais presentes, encontrados em 

amostras de ambientes interiores e exteriores (OGOREK et al., 2012; BENSCH et 

al., 2012). 

Está amplamente distribuído no ar em ambientes climatizados, envolvidos 

em várias infecções pulmonares, cutâneas e problemas relacionados ao sistema 

respiratório, frequentemente associado a queixas asmáticas que afligem mais de 

10% das crianças e adultos no mundo, (LORENTE et al., 2012; MENEZES, 2012; 

OGOREK et al., 2012). A espécie tem sido observada como responsável 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 patógeno emergente 

 

Os principais fatores que contribuem para a proliferação do fungo são 

índices elevados de temperatura e umidade do ar. A alta exposição deste 

microrganismo em ambientes fechados tem sido relacionada a efeitos adversos a 

saúde como dor de cabeça e alergias, resultando em infecções respiratórias, doença 

pulmonar e asma (MENEZES, 2012). 

O ser humano inala em média 10 m3 de ar por dia, contendo esporos de 3 a 

30 µm de tamanho. Aproximadamente, esporos de C. cladosporioides medem 5 µm, 

sendo facilmente dispersos no ar e transportados para as vias aéreas e pulmões, 

onde as reações alérgicas se manifestam. As alergias causadas pelo fungo podem 

ser graves dependendo da concentração de esporos inalados. Também podem 

causar infecções oportunistas, relacionado principalmente a pessoas com o sistema 

imunológico comprometido (OGOREK et al., 2012).    
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Os esporos presentes no ambiente interior não são suficientes para causar 

danos à saúde, são necessário mudanças no equilíbrio entre o fungo e o hospedeiro 

como a imunidade do individuo, dimensão dos esporos e exposição contínua 

(ZOPPAS et al., 2012). 

 

3.6  Vias respiratórias 

 

O ar inspirado é conduzido pelo sistema respiratório por meio de condutos, 

denominados vias aéreas e se dividem entre o ramo superior (narinas e/ou boca, 

faringe, laringe e traqueia) e inferior (brônquios, bronquíolos, ductos alveolares, 

sacos alveolares e alvéolos) (LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 2013). As funções 

do sistema respiratório incluem equilíbrio ácido-base, fonação, defesa, 

metabolização e, principalmente, a realização de trocas gasosas (AOKI, 2013). 

A estrutura das vias aéreas é formada por uma mucosa respiratória 

superficial e profunda. A superficial é classificada como epitélio cilíndrico ciliado 

pseudoestratificado, em sua maioria, mas também apresentando células caliciformes 

e células basais. A profunda (lâmina própria) é formada por tecido conjuntivo frouxo 

contendo numerosos capilares e glândulas (LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 

2013). 

A traqueia bifurca-se nos brônquios principais subdividindo-se em ramos. 

Cada geração desses ramos mais profundos torna-se sucessivamente mais curta e 

mais estreita. De dentro para fora, as paredes brônquicas consistem de epitélio 

respiratório, com menos células caliciformes que na traqueia, sobrejacentes a uma 

lâmina própria que fica sobre faixas cruzadas de músculo liso, abrangendo a 

muscular da mucosa, sob a qual está uma camada submucosa com menos 

glândulas seromucosas que na traqueia, e revestindo cartilagem hialina, esta 

circundada por uma camada adventícia difusa de tecido conectivo fibroso. Com a 

diminuição dos bronquíolos devido as ramificações, as placas cartilaginosas tornam-

se menores e desaparecem, quando então o ramo é designado bronquíolo. A 

espessura do epitélio bronquiolar muda do proximal para o distal, passando de um 

epitélio colunar pseudoestratificado (onde a via área é mais larga) ciliado para um 
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epitélio colunar simples ciliado e então para um epitélio cuboide simples ciliado 

(onde a via área é mais estreita) (MESCHER, 2010) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Corte histológico de um bronquíolo 

 

 

Os ductos alveolares surgem dos bronquíolos respiratórios distais, e sua 

parede geralmente parece ser constituída por duas fileiras de aberturas nos alvéolos 

adjacentes, separadas por pilares de músculo liso e elastina, que funcionam como 

delgados esfíncteres e mantêm a integridade estrutural. Os ductos e alvéolos são 

revestidos por epitélio escamoso simples, composto de pneumócitos do tipo I, essas 

células são unidas uma a outra e às células do epitélio alveolar por junções 

oclusivas, além disso, suas membranas estão fundidas á membrana basal das 

células endoteliais dos capilares, ocorrendo a troca de gás mais difusa (ROSS; 

PAWLINA, 2011). Os pneumócitos tipo II secretam surfactante, uma mistura de 

fosfolipídeos e proteínas que reduz a tensão da superfície e promove estabilidade 

alveolar com baixos volumes pulmonares (LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 2013). 

Corte de um bronquíolo corado com hematoxilina e eosina (H.E) 
Fonte: Adaptado de Junqueira e Carneiro, 2004 
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Alergia respiratória é resultante de uma resposta inflamatória mediada por 

IgE que resulta em inflamação crônica das vias aéreas. Desta forma, a rinite alérgica 

é caracterizada por um infiltrado inflamatório nasal multicelular, com predomínio de 

mastócitos, linfócitos T e eosinófilos. Esta resposta celular ocorre em indivíduos 

previamente sensibilizados aos aeroalérgenos, e inclui quimiotaxia, recrutamento 

seletivo e migração transendotelial de células. Com libertação de citocinas 

(interleucinas 3, 4, 5 e 13) e quimiocinas (eotaxina, RANTES), além da ativação de 

células estruturais (endoteliais, epiteliais e do interstício da via aérea), que também 

participam expressando moléculas de adesão (ICAM-1, VCAM-1) e produzindo 

mediadores importantes na inflamação. As principais células envolvidas na resposta 

inflamatória mediada por IgE são células apresentadoras de antígenos, mastócitos, 

linfócitosTh2, linfócitos B e eosinófilos (SILVA, 2012).  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1  Local do estudo 

 

As coletas foram realizadas em ambientes climatizados de uso público e 

coletivo nos períodos de maior circulação de pessoas, inclusive ambientes 

hospitalares e pontos externos em Maceió-Alagoas. Após as coletas as placas foram 

transportadas ao Laboratório de Ambientes Climatizados - LAC do Instituto de 

Ciências Biológicas e da Saúde – ICBS/UFAL, para o crescimento, quantificação, 

isolamento, purificação e identificação. Os ensaios biológicos com animais foram 

realizados no Laboratório de Biologia Celular, Instituto de Química da Universidade 

Federal de Alagoas. 

 

4.2  Coleta das Amostras 

 

Foi utilizado um amostrador de ar por impactação do tipo Andersen® de um 

estágio da marca Energética, com impactação em placas de Petri de 90 X 10 mm 

contendo meio Ágar Sabouraud Dextrose a 4% e 50 mg.L-1 de cloranfenicol para 

inibição do crescimento de bactérias. O impactador foi posicionado no centro dos 

ambientes analisados a 1.5 metros de altura do solo com vazão 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. Após cada coleta as placas foram 

vedadas com um parafilme, identificadas e conduzidas ao laboratório (Figura 3). 
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    Figura 3 - Amostrador de ar do tipo Anderson® de um estágio 
C D 

A B 

C 

A 

C 

E D 

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



25 
 

 

4.3  Quantificação e identificação de Cladosporium cladosporioides 

 

As placas coletadas foram incubadas a 28°C em estufa, por um período de 

cinco dias para o desenvolvimento dos fungos filamentosos. Após crescimento as 

colônias, estas foram quantificadas como unidades formadoras de colônias por 

metro cúbico de ar (UFC/m3) (Figura 4A). Passado o período de incubação, foi 

observada visualmente, a ocorrência de colônias fúngicas de interesse para o 

presente estudo e providenciada a repicagem da colônia, baseado nas 

características do gênero. Posteriormente, o isolado foi purificado através de cultura 

central em meio Ágar Sabouraud Dextrose (Figura 4B). O fungo isolado foi 

identificado com base nas características macro e microscópicas da colônia como 

cor, superfície e textura do verso e reverso, através de chaves de identificação 

segundo De Hoog et al. (2000). Os critérios de escolha da espécie foram baseados 

em sua ampla distribuição em ambientes climatizados e na ausência de estudos 

sobre a patogenicidade em modelos biológicos com camundongos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Aspectos macroscópicos dos fungos filamentosos 

 

 

A 

(A) Crescimento de Fungos filamentosos após 5 dias de incubação. Seta representa o 

gênero Cladosporium sp isolado. (B) Isolamento e Característica macroscópica (Verso). (C) 

Reverso de C. cladosporioides. 

B 

C 

A 
B 

B 
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Para as observações das características microscópicas, foi realizada a 

técnica de microcultivo descrita de Ridell (1950). Este procedimento consistiu na 

inoculação do fungo sobre um pequeno bloco de meio Ágar Lactrimel sobre uma 

lâmina de vidro no interior de uma placa Petri de 100x10 mm esterilizada (Figura 

5A). Após inoculação do isolado o bloco de meio foi coberto por uma lamínula de 

22x22 mm. O papel filtro no interior da placa foi umedecido com 1 mL de água 

destilada esterilizada e a placa incubada em estufa, a 28°C por 7 dias. Após a 

incubação, a lamínula foi retirada e colocada sobre uma lâmina contendo corante 

Lactofenol Azul de Algodão. As lâminas preparadas foram observadas ao 

microscópio óptico em aumento de 40X e 100X para a visualização das 

características estruturais e reprodutivas do fungo (Figura 5B). A espécie fúngica foi 

identificada através de suas características morfológicas seguindo os critérios 

adotados nas chaves de identificação De Hoog et al., (2000). As amostras 

identificadas foram preservadas em água destilada pelo segundo método Castellani 

(1939). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Figura 5 - Aspectos microscópicos dos fungos filamentosos  

 (A) Microcultivo de Ridell. (B) Característica microscópica de Cladosporium 

cladosporioides (100X). (C) Conídios.  
A 

B 

A 

C 

B 
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4.4  Cultivo e preparo do inóculo de C. cladosporioides 

 

Esporos de C. cladosporioides foram semeados em meio Ágar Sabouraud 

Dextrose a 4% por 10-15 dias em temperatura de 28°C. Posteriormente foram 

coletados assepticamente e transferidos em solução salina (NaCl 0.9% acrescido de 

0.1% de Tween 80). A suspensão de conídios foi transferida para tubos de ensaio 

esterilizados, agitados em Vortex, e a turbidez ajustada para 0,5 da escala 

McFarland correspondendo a aproximadamente 106 conídios/mL. A concentração 

final foi obtida pela leitura dos conídios em câmara de Neubauer (Figura 6), 

ajustando-se para 2x105 segundo Hogaboam et al. (2000). A contagem do n° de 

conídios/mL foi dada pela fórmula: conídios/mL = n x 25 x 104, onde:  

n = número médio de conídios contados por campo 

25 = número de quadrantes na câmara 

104 = fator da câmara 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Câmara de Neubauer 

 

 

 

Câmara 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 os sexos, 

pesando entre 18-30g, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de 

Alagoas (BioCen-UFAL) com três 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 ração tipo pellets (Presence - Purina®) e água. Todos os 

experimentos foram aprovados pelo comitê de Ética em Pesquisa com Animais da 

Universidade Federal de Alagoas (Licença n° 009515/2011-87). 

 

4.6  Desenho experimental 

Foram incluídos no estudo 80 camundongos os quais foram distribuídos em 

cinco grupos experimentais como: Grupo 1 - Controle (GC), composto de 8 animais 

expostos à solução salina, e C. cladosporioides (Cc), composto de 8 animais 

submetidos à instilação intranasal de esporos de C. cladosporioides, avaliados 24 

horas após a instilação (1 dia); Grupo 2 - Controle (GC), composto de 8 animais 

expostos á solução salina, e C. cladosporioides (Cc), composto de 8 animais 

submetidos à instilação intranasal de esporos de C. cladosporioides, avaliados 72 

horas após a instilação (3 dias); Grupos 3, 4 e 5foram compostos pelos mesmos 

números de animais, avaliados respectivamente 24 horas após o 5°, 10° e 15° dias 

da instilação (Figura 7). 

 

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

controle. 
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4.7  Instilação intranasal 

As instilações foram realizadas uma vez por dia para cada animal, e 

avaliados 24 horas após a última instilação. Os animais foram anestesiados com 

uma injeção intraperitoneal de xilazina (5 mg/kg Anasedan®) e cetamina (35 mg/kg 

Dopalen®) para a administração intranasal de 30µl de C. cladosporioides contendo 

2x105 conídios/mL. O grupo controle foi instilado com o mesmo volume de solução 

salina (NaCl, 0,9% e 0,1% de Tween 80). 

Após a última instilação os animais de cada grupo foram mantidos na 

posição vertical durante dois minutos para permitir a instilação completa da dose e 

posterior recuperação anestésica. Em seguida, foram recolocados nas gaiolas e 

mantidos em observação até o momento da avaliação. Os testes foram realizados 

em animais imunocompetentes e durante o período experimental, os animais não 

apresentaram alterações patológicas visíveis ou de comportamento. 

 

4.8  Obtenção do Lavado Broncoalveolar 

 

Os animais foram eutanasiados 24 horas após a última instilação de cada 

grupo e foi realizado o lavado broncoalveolar (LBA) através da exposição da 

traqueia e inserção de uma cânula de polietileno conectada a uma seringa de 1 mL. 

O pulmão foi lavado com PBS/EDTA 10mM e o líquido recolhido foi centrifugado a 

1500rpm por 10 minutos a 5°C. Após a centrifugação o sobrenadante foi aliquotado 

e armazenado em freezer de ultrabaixa temperatura -80°C. As células concentradas 

no tubo foram ressuspendidas em PBS e diluídas na solução de Turk (1:5) para a 

contagem de leucócitos totais em câmara de Neubauer por microscopia óptica (x20) 

(BX4, OLYMPUS). Uma amostra de 100 µl dessas células foi utilizada para o 

preparo de citoesfregaços, as lâminas foram posteriormente coradas pelo método de 

May-Grunwald-Giemsa para a contagem diferencial das células baseado nos 

critérios normais de morfologia, classificando como eosinófilos, neutrófilos, linfócitos 

e monócitos com o auxilio de um microscópio óptico com ampliação de x100 (BX41, 

OLYMPUS). 
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4.9  Análise histopatológica 

 

Para a análise morfológica, os pulmões dos animais de todos os grupos 

após 24 horas da última instilação foram perfundidos via ventrículo direito com 

solução salina contendo EDTA 10mM e fixados com solução de BUAN por 24h. Os 

pulmões foram desidratados por concentrações crescentes de etanol, clarificados 

por xilol e incluídos em parafina. Em seguida, o material parafinado foi levado ao 

micrótomo e realizado cortes de 5µm. Os cortes em seguida foram desparafinados 

por xilol, reidratados por concentrações decrescentes de etanol e submetidos a 

colorações para avaliação estrutural (Hematoxilina-Eosina), produção de muco e 

presença de conídios e hifas (Ácido Periódico de Schift - PAS). O processamento 

histológico e as colorações foram realizados na Plataforma de Histologia do Setor de 

Histologia e Embriologia da UFAL. 

Fotomicrografias de 10 campos aleatórios por lâmina foram realizadas 

usando câmera digital (DP25, OLYMPUS) adaptada ao microscópio (20x) (BX41 

OLYMPUS) para analisar as alterações histológicas presentes de inflamação 

peribrônquica. As análises foram descritas de forma semi-quantitativa seguindo os 

critérios: 0 – normal; 1 – poucas células; 2 – um anel de células inflamatórias com 

profundidade de 1 célula; 3 – um anel de células inflamatórias com profundidade de 

2-4 células; 4 – um anel de células inflamatórias com profundidade maior que 4 

células, caracterizando a inflamação em: Perialveolar, peribrônquica/bronquíolo, nos 

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

Para avaliar os níveis de produção de muco no pulmão e a presença de 

conídios e hifas, fotomicrografias de 10 campos aleatórios por lâmina foram 

realizadas usando câmera digital (DP25, OLYMPUS) adaptada ao microscópio (40x) 

(BX41 OLYMPUS). Realizou a determinação da produção de muco através do 

reconhecimento da cor relativa às estruturas de interesse (muco) e a presença de 

conídios e hifas foram descritas de forma semi-quantitativa seguindo os critérios: 0 – 

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

A análise quantitativa das imagens foi realizada através do programa 

ImageJ® 1.47 (NationalInstitutesof Health (NIH) - EUA). 
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4.10 Análise estatística 

Todos os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média 

(EPM). Comparação estatística entre os grupos foi realizada por análise de variância 

(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). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1  Identificação de C. cladosporioides pelo método convencional 

Colônias de Cladosporium após um período de incubação 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 características 

microscópicas mais distintivas dessa espécie são células conidiogênicas de 

coloração verde-oliva-marrom, conidióforo terminal, ramificado, liso, sem nódulos 

decorrentes de hifas ascendentes. Cicatriz proeminente nos conídios cilíndricos e 

elipsoides, podendo apresentar até 2 septos. Características baseadas pela chave 

de identificação de Hoog et al. (2000) (Figura 5B e C). 

 

5.2  Avaliação da resposta inflamatória no lavado broncoalveolar 

A instilação intranasal com conídios de C. cladosporioides em camundongos 

aumentou o número de leucócitos totais no Lavado Bronco alveolar (LBA) após o 1°, 

3°, 5° e 10° dias, quando comparado com o grupo controle. A administração dos 

conídios no 1° e 3° dia após a instilação não resultou em diferença significativa no 

total de leucócitos recrutados para a cavidade pleural quando comparado com o 

grupo controle. Ocorreu um maior recrutamento de leucócitos, estatisticamente 

significativo, no 5° dia (de 1,16 ± 0,37 para 1,68 ± 0,39 x 106 células/cavidade) e 10° 

dia (de 1,85 ± 0,40 para 3,08 ± 0,57 x 106 células/cavidade) após instilação (Figura 

8). 
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Figura 8 – Leucócitos totais presentes no lavado broncoalveolar (LBA) 

 

 

 

Como apresentado na Figura 9, a instilação intranasal da suspensão fúngica 

por 10 dias consecutivos, induziu aumento significativo (***P) do número de 

neutrófilos no LBA (de 0,57 ± 0,11 para 2,90 ± 1,18 x 106 células/cavidade), quando 

comparados com seus respectivos controles. Após 3 dias de instilação, observou-se 

um aumento significativo de linfócitos (de 0,11 ± 0,03 para 0,26 ± 0,06 x 106 

células/cavidade) e monócitos a partir do 5° dia (de 0,42 ± 0,09 para 1,07 ± 0,21x106 

células/cavidade), quando comparado com animais do grupo controle. Os eosinófilos 

presente nos pulmões dos animais submetidos aos conídios C. cladosporioidesnão 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas. 

 

 

 

Após 24h, 3, 5, 10 e 15 dias de instilação, contagem total de leucócitos presente no 

Lavado Bronco Alveolar de camundongos com 2x105 conídios 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. 
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Figura 9 – Efeito dos conídios de Cladosporium cladosporioides no influxo de células inflamatórias no 

lavado broncoalveolar de camundongos 

Neutrófilos, Linfócitos, Monócitos e Eosinófilos no Lavado broncoalveolar de camundongos instilados com 2X105 

conídios de Cladosporium cladosporioides (Cc) após 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  Análise histopatológica 

 

Foram realizados cortes histológicos corados com HE e PAS. Os cortes do 

pulmão de animais submetidos à instilação com solução salina apresentaram 

preservação da estrutura tecidual dos brônquios, alvéolos e septos alveolares de 

tamanho normal sem a presença de sinais de agressão inflamatória na região 

peribrônquica.  

Após 24 horas, 3° e 5° dia de instilação com conídios de C. cladosporioides, 

os pulmões dos animais apresentaram mudanças morfológicas como: presença de 

infiltrado celulares inflamatórios em áreas perivasculares e peribrônquicas, alteração 

morfológica dos alvéolos, septos alveolares, do epitélio de revestimento dos 

brônquios quando comparados com os pulmões dos animais do grupo controle. 

Após o 10° e 15° dia o pulmão dos animais apresentaram um aumento de células do 

infiltrado inflamatório, no diâmetro de septo alveolar, caracterizando a presença de 

infiltração pulmonar (Figura 10).  

Para avaliar a presença de conídios, hifas e a produção de muco por 

hiperplasia das células caliciformes (mucopolissacarídeos no tecido - rosa magenta), 

foram utilizadas a coloração por PAS. O grupo avaliado após o 1° e 3° dia de 

instilação não apresentou produção de muco na região dos bronquíolos nem 

presença de conídios e hifas. Após o 5° e 10° dia apresentou um aumento nas 

células produtoras de muco e intensa presença de conídios na região do 

parênquima pulmonar. No 15° dia de instilação com conídios de C. cladosporioides, 

não foram observados produção de muco nas regiões perivasculares e 

peribrônquicas do tecido pulmonar. Entretanto, conídios e hifas mostraram se 

intensos na região pulmonar (Figura 11). 
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A B 

C D 

E F 

Aspectos morfológicos das lesões em estudo corados com HE. (A) grupo controle com brônquios 

alveolares e ductos alveolares preservados (200x); (B, C e D) grupo teste após 1°, 3° e 5° dia 

respectivamente, com presença de infiltrado inflamatório polimorfonucleares e preservação da 

estrutura dos septos alveolares (200x); (E e F) grupo após o 10° e 15° dia caracterizado por septos 

alveolares espessos e com infiltrado inflamatório intenso (200x). A seta preta, azul e amarela indica 

respectivamente, os alvéolos, brônquios alveolares e infiltrados inflamatório. 

Figura 10 – Efeito dos conídios de Cladosporium cladosporioides no tecido pulmonar de 

camundongos corados por H.E 

50µm 50µm 

50µm 50µm 

50µm 50µm 
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Figura 11 – Efeito dos conídios de Cladosporium cladosporioides na produção de muco e a 

presença de conídio e hifas no tecido pulmonar de camundongos corados por PAS 

Aspectos morfológicos das lesões em estudos corados por PAS. (A) grupo controle; (B, C, D, E e F) 

grupos após 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 aglomeração de 

conídios e seta azul mostra hifas.  

A B 

C D 

E F 
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6 DISCUSSÃO 

 

Foi apresentada neste estudo a indução de alterações em estruturas 

celulares, resposta inflamatória e influxo de células polimorfonucleares no 

parênquima pulmonar quando realizada a instilação intranasal de 30 µL de 

Cladosporium cladosporioides na concentração de 2x105 conídios/mL em 

camundongos. Após o 1º, 3° e 5° dias de instilação, ocorreu preservação da 

estrutura pulmonar sem extravasamento pleural em células inflamatórias.  

Considerando as altas concentrações de esporos presentes em ambientes 

climatizados, a exposição a esse microrganismo pode causar infecções, reações 

alérgicas e irritantes, resultando em uma sensibilização respiratória (asma ou 

alveolite) e efeito toxicológico no pulmão, dentre outras (LORENTE et al., 2012; 

ZOPPAS et al., 2012; SANTA-RITA, 2010). Este fato demonstra uma grande lacuna 

na RE nº 9 por não apresentar a concentração máxima permitida para esporos de 

fungos patogênicos das vias respiráveis. A literatura mundial carece de estudos 

sobre ensaios biológicos de laboratório envolvendo a concentração mínima 

necessária para desencadear patologias. 

Estudando a dispersão fúngica em ambientes hospitalares climatizados em 

literatura especifica, observa-se que eventos de desinfecção, ventilação e trânsito de 

pessoas são fatores determinantes para a presença de fungos anemófilos, 

verificando também grande frequência de Cladosporium sp (OGOREK et al., 2012). 

No entanto, torna-se relevante lembrar que devido à própria natureza das atividades 

realizadas nestes locais, onde podemos encontrar indivíduos com a saúde alterada, 

debilitados ou imunodeprimidos, a identificação 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 relação entre a concentração de esporos de fungos presentes em 

ambientes fechados, relacionados aos sintomas respiratórios em seres humanos, 

tem sido registrada constantemente, ocasionalmente 3.000 esporos/m3 de 

Cladosporium sp têm sido relatada como causadoras de transtornos respiratórios 

(LONGO et al., 2014). Os resultados obtidos demonstram a presença de grandes 

concentrações de Cladosporium sp nos ambientes estudados, sendo o relatado 
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proveniente de fontes dispersoras internas (ventilação, umidade e temperatura). 

Visto que uma das funções dos condicionadores de ar é controlar as fontes 

dispersoras, partículas biológicas provenientes do ar exterior pode-se verificar uma 

deficiência neste quesito nos ambientes estudados, representando um risco para a 

saúde dos seus ocupantes. Diante disto é de extrema importância medidas de 

controle, que só poderá ser atingida através de um programa de manutenção e 

controle adequado (OGOREK et al., 2012; ZOPPAS et al., 2012). 

Possivelmente a concentração do inóculo estimula e evidencia o papel 

fundamental de ambos os tipos celulares. Os resultados demonstram que a uma 

baixa concentração de esporos, indivíduos ocupantes de ambientes climatizados 

podem estar expostos a riscos de doenças respiratórias 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 

doenças ocupacionais causadas pelos mesmos, e estas medidas devem ser 

tomadas observando os múltiplos fatores que possam estar envolvidos na 

permanência e persistência destes patógenos no ambiente interior como descreve 

Cooley et al., (2011). 

Durante as primeiras horas do processo inflamatório, ocorre o 

extravasamento pleural rico em células inflamatórias, contendo inicialmente 

neutrófilos, eosinófilos, seguida por fagócitos mononucleares e linfócitos. Agra 

(2014) em sua pesquisa revela que, a cavidade pleural recebe as células residentes 

(mesotélio, macrófagos, mastócitos, entre outras), secretam diferentes mediadores 

pró-inflamatórios, incluindo aqueles responsáveis pelo recrutamento de células 

polimorfonucleares. Estes resultados estão em acordo com o trabalho realizado por 

Cooley et al., (2011) onde utilizando conídios de Penicillium chysogenum relataram 

que a inalação em longo prazo, induz resposta inflamatória rica em eosinófilos, e 

intensa presença de conídios na região periférica das vias aéreas.  

Estudo feito por Hogaboam et al., (2000), foi demonstrado que a 

administração intratraqueal com conídios de Aspergilllus fumigatus após 30 dias, 

induziu resposta inflamatória e alterações no número de células produtoras de muco 

das vias aéreas. Flemming et al., (2004) revelaram diferenças significativas na 

vascularização, resposta inflamatória e citotóxica no pulmão de camundongos 
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expostos intratraquelmente com 50µL (2x106 conídios/mL) de C. cladosporioides e 

Stachybotrys chartarum após 3 dias de avaliação. Estes dados claramente indicam 

que esporos de C. cladosporioides em associação com esporos de S. chartarum 

apresentam ação inflamatória nas vias aéreas em modelo de doença inflamatória 

pulmonar.  

Com relação aos leucócitos totais foi observada uma inflamação moderada 

no 5° dia de avaliação. A partir do 10° e 15° dia, foram observadas intensa 

inflamação com consequente dano tecidual, sendo a resposta inflamatória composta 

por afluxo transitório de células polimorfonucleares. A literatura mostra que, a 

cinética de recrutamento leucocitário pode variar de acordo com o sistema imune de 

cada indivíduo (SILVA, 2012). A partir do 10° dia, a resposta celular foi composta 

intensamente por populações de neutrófilos, que são resultados do dano tecidual e 

pela presença de elementos fúngicos, uma vez que na ausência dessa população 

celular os fungos rapidamente invadem o pulmão. No entanto, deve-se considerar 

que a simples presença do fungo induz a migração de neutrófilos para o sítio da 

infecção e a exacerbação dessa resposta inflamatória, visa prevenir a invasão 

fúngica. Porém, segundo Balloy et al., (2005) sua exacerbação pode levar à morte. 

A contagem diferencial mostrou um aumento significativo de monócitos 

(células precursoras de macrófagos) a partir de 5° dia após instilação, e de 

neutrófilos a partir de 10° dia, evidenciando assim o papel fundamental de ambos os 

tipos celulares na contenção e destruição das estruturas do patógeno (conídios e 

hifas). O aumento tardio do número de monócitos, quando comparados aos 

neutrófilos, pode ser explicado pela presença de macrófagos alveolares residentes 

no pulmão. A partir do momento que o processo infeccioso exigiu um maior 

recrutamento de células monocíticas (5° dia após instilação) para o tecido 

acometido, a medula óssea aumentou a produção destas células, fato verificado 

pela contagem diferencial neste período. Possivelmente a grande quantidade de 

neutrófilos no LBA é devida à alta concentração do inóculo utilizado neste trabalho. 

A literatura mostra que a instilação do inóculo menos concentrado (≤ 105 conídios 

por camundongo) de Aspergillus fumigatus resultou em níveis de recrutamento de 

neutrófilos para o LBA muito baixos, pois macrófagos alveolares residentes, por si 

só, foram capazes de conter a infecção (PHILIPPE et al., 2003).  
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As repercussões clínicas à exposição a fungos são variadas, sendo as mais 

relevantes, em patologia alérgica, as que se traduzem por quadros de rinite, asma 

brônquica, alveolite alérgica extrínseca, pneumonite e câncer. (ZUKIEWICZ-

SOBZAK, 2013; LOUREIRO, 2001). Em geral, a prevalência de doenças alérgicas 

respiratórias como asma brônquica e rinite alérgica causadas por fungos, indicam 

25% a 30% em indivíduos atópicos, e até 6% na população em geral, ressaltando 

que esporos de Cladosporium são os mais comuns e induzem a fatores que levam a 

reações alérgicas (HASNAIN, AKHTER, WAQAR 2012; KNUTSEN et al., 2012). É 

importante citar que o desenvolvimento de grande parte das doenças mencionadas, 

depende de fatores diversos, tais como o nível de exposição, o tempo de exposição 

e a imunidade dos indivíduos expostos (RIBEIRO, 2011). 

Tendo em vista o grande poder alergênico de Cladosporium cladosporioides 

e considerando o fato dos resultados apresentados serem referentes a um ambiente 

climatizado, torna-se preocupante a permanência contínua de indivíduos nesse 

local. Em conjunto, os dados apresentados revelam que esta espécie provoca 

reação inflamatória, 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 CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que: 

 

 Ao serem instilados com suspensões de conídios de C. cladosporioides, 

houve indução e aparecimento de infiltrado inflamatório predominantemente 

em células polimorfonucleares, mostrando espeçamento da parede brônquica 

e dos alvéolos; 

 

 Foi observada moderada presença de muco apenas no 5° dia de avaliação e 

intensa presença de conídios e hifas nas proximidades dos brônquios e 

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

 

 Uma pequena concentração de esporos fúngicos pode ser suficiente para 

desencadear doenças respiratórias e processos inflamatórios em indivíduos 

saudáveis.  
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