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Figura 1. Distribuicdo mundial de casos de esporotricose (Carlos e Batista-
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Figura 5. Sobrevivéncia de S. schenckii crescido na auséncia ou presenca
de tolueno ap6s 24 horas de exposicdo. A) Porcentagem de sobrevivéncia em
relacdo ao controle (ndo tratado). B) Unidades Formadoras de Coldnias UFC/mL
expressa em unidades logaritmicas. Os resultados sdo apresentados como a média
UFCz desvio padrdo de duplicatas de trés experimentos independentes. ***(p
<0,001), ****(p <0,0001

Figura 6. Crescimento de S. schenckii na presenca de 0,01% (v/v) de
tolueno em SDB e 30°C. Inéculos de 1,5x10° células viaveis aproximadamente,
foram introduzidos em frascos erlenmeyer com tampas Mininnert provistas de
selos de teflon. O crescimento foi avaliado pela contagem de UFC e foram
plotados como a meédia + desvio standard de duplicatas de cinco experimentos
independentes. Os valores de concentracdo de tolueno mostram-se como a média +
desvio standard de dois experimentos independentes (linha vermelha continua).
Foram utilizados frascos com a mesma concentracao de tolueno sem o fungo para
diferenciar as perdas de solvente (frascos estéreis, linha vermelha descontinua).

Figura 7. Crescimento de S. schenckii na presenca de 0,10 % (v/v) de
tolueno e sem tolueno. Inéculos de 1,5x10° células viaveis foram incubados em
SDB e 30°C, em frascos erlenmeyer com tampas Mininnert provistas de selos de
teflon. O crescimento foi avaliado pela contagem de UFC e foram plotados como a
média * desvio standard de duplicatas de trés experimentos independentes.

Figura 8. Viabilidade celular aos 5 dias de incubacéo avaliada com os
marcadores fluorescentes Calcofluor White M2R (superior) e FUN-1
(inferior): (A, B) Controle, (C, D) 0,01%(v/v) tolueno, (E, F) 0,10%(v/v). A
fluorescéncia azul indica uma membrana integra e a laranja-vermelho significa
atividade metabolica. Note-se a presenca de estruturas intravacuolares de cor
laranja-vermelho que evidenciam atividade metabdlica.

10

28

32

44

46

47

48



Figura 9. Macromorfometria de S. schenckii. (a) células fungicas de cada
tratamento foram semeadas em placas de Petri contendo SDA e incubados em
atmosfera livre de tolueno. (b) incubadas em atmosfera de tolueno. Os resultados
mostram a média de medic¢Ges do didmetro (mm)xdesvio padrdo de duplicatas de
trés experimentos independentes

Figura 10. Morfologia das colonias em atmosfera de tolueno aos 19 dias
de incubacdo (A) com tolueno (B) controle sem tolueno. Note-se o menor
didmetro das coldnias e 0 micélio em forma de pontas bem elevadas e de a
aparéncia brilhante e translucida. Barra de escala: 1 mm

Figura 11. Morfologia de conidios e leveduras de S. schenckii 16345 em
fase exponencial do crescimento crescidos a diferentes concentragdes de
tolueno. Microscopia eletronica de conidios. (A) sem tolueno, (B) 0,01% e (C)
0,10%. Leveduras crescidas (D) sem tolueno, (E) 0,01 e (F) 0,10% de tolueno.
Magnificacdo 25000x (barra 1um).

Figura 12. Superficie conidial de S. schenckii tratados com tolueno
determinada por microscopia eletrdonica de transmissdo. Setenta e uma células
da fase exponencial de cada tratamento foram analisadas.

Figura 13. Mudancas na espessura da parede celular de S. schenckii em
fase exponencial de crescimento influenciada pela exposicdo ao tolueno em
diferentes concentragdes. A) sem tolueno, B) 0,01%, C) 0,10%. A espessura da
parede celular foi analisada com o programa ImageJ. Os resultados apresentam-se
como a média de espessura + desvio padrdo de 42 células de cada grupo. Barra de
escala: 1um.

Figura 14. Acumulo de material eletrodenso em vesiculas
citoplasmaticas semelhantes a melanossomas em conidios de S. schenckii
expostos ao tolueno. Secges ultrafinas de células fungicas foram preparadas para
MET e mostram estruturas com diferentes eletrodensidade. O nimero de corpos
eletrodensos representam a média + desvio padrdo de 161 conidios por grupo
(Magnificagdo 5000x, 40.000X, barra =1pum) ****p valor<0,0001.

Figura 15. Mudancas da Atividade de Superdxido Dismutase. (1): Sem
Tolueno; (2): Tolueno 0,01%; (3): Tolueno 0,10%. Foram colocados 23 ug de
proteinas em cada pogo.

Figura 16. Atividade de catalase observada pela forca da reacgéo e a
evolucéo da formacéo de bolhas (oxigénio). A) Sem Tolueno, B) 0,01%, C)
0,10%. Os testes foram realizados em triplicata.
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Figura 17. S. schenckii crescido em tolueno torna-se mais resistente ao
estresse por peroxido de hidrogénio. Mecanismos enzimaticos para a
desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio desenvolvidos pelo fungo crescido
em tolueno permitiram que sobrevivesse até concentracdes de oxidante de 62,50
mM

Figura 18. Acumulo de ERO em células de S. schenckii coradas com
DHR-123 e detectadas por citometria de fluxo. Conidios crescidos sem e com
tolueno foram tratados com H;O, (linha vermelha) e usaram-se como controle
culturas sem tratar com H,O, (linha preta). A) crescidos sem tolueno, B e C)
crescidos a 0,01% e 0,10% tolueno. D) Intensidade média de fluorescéncia (IMF)
apos o tratamento com H,0; por 30 min a 30°C.

Figura 19. Mudancas no perfil de proteinas da parede celular de S.
schenckii extraidas com SDS/DTT e coradas com azul de Coomasie. (A) Sem
tolueno, (B) 0,10% tolueno.

Figura 20. Carga fungica em camundongos Balb/c infectados com S.
schenckii tratados com tolueno (UFC)/g em bago e figado. Grupos de animais
foram inoculados via intraperitoneal com 1 x 10’ conidios/mL, e a infeccéo foi
avaliada aos 21 dias. Os dados sdo apresentados como a média + desvio padrao de
trés experimentos independentes **(p <0,01); ***(p <0,001); ****(p <0,0001).

Figura 21. Producdo de 6xido nitrico em macrofagos peritoneais de
camundongos Balb/c infectados por S. schenckii expostos a diferentes
concentractes de tolueno. Os macréfagos foram estimulados in vitro com
conidios termoinativados ou LPS. A concentracdo de NO foi detectada pelo
método de Greiss. ***(p <0,001); ****(p <0,0001).

Figura 22. Perfil de citocinas pro e anti-inflamatérias em macroéfagos
peritoneais de camundongos Balb/c infectados por S. schenckii, crescidos a
diferentes concentracGes de tolueno em comparacdo com camundongos infetados
com fungos ndo expostos a tolueno (ST) ou ndo infectados (PBS). Os macrofagos
foram estimulados in vitro com conidios termoinativados e as citocinas foram
quantificadas no sobrenadante por ELISA *(p <0,05); **(p <0,01).

Figura 23. Perfil de Th1/Th17 em esplendcitos de camundongos Balb/c
infectados por S. schenckii expostos a diferentes concentragdes de tolueno, em
comparagdo com camundongos infetados com fungos ndo expostos a tolueno (ST)
ou nao infectados (PBS). Os esplenocitos foram estimulados in vitro com
Concanavalina A e as citocinas foram quantificadas no sobrenadante por ELISA
**(p <0,01).
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Figura 24. Progressdo da esporotricose aos 21 dias de infeccdo. A)
Lesdes da pele nos grupos infectados. O grupo infectado 0,10% apresentou lesbes
na pele mais persistentes com disseminacéo a cauda e figado. B) Disseminagéo a
orgdos: lesdes macroscopicas em figado e baco do grupo infectado com fungos
crescidos em tolueno, apresentando aumento de tamanho conforme incrementa-se
a concentracdo de tolueno a que o fungo foi exposto. Carga fungica em pele e
figado aumentou nos animais infectados com fungo exposto a 0,10% de tolueno.

Figura 25. Reagdo inflamatdria supurativa na pele de camundongos
Balb/c. Observaram-se infiltrados mononucleares com células epiteliodes e
presenca de leveduras, mais numerosas no grupo infectado com fungos crescidos a
0,10%. (seta preta: leveduras). A) grupo nédo infectado, B) Grupo infectado com
fungo ndo exposto a tolueno, B e D) Infectados com fungos crescidos a 0,01 e
0,10% tolueno.

Figura 26. Histopatologia do figado de camundongos Balb/c mostrando
a reagdo granulomatosa e supurativa. Granulomas com infiltrados
mononucleares, células epiteliodes e leveduras nos grupos infectados. No grupo
0,10% observou-se granuloma de tipo corpo estranho com células gigantes e
necrose central. (seta preta: leveduras, cabeca de seta: células gigantes, estrela:
area de necrose). A) Nédo infectado, B) Infectado Sem Tolueno, C e D) infectados
com fungo crescido a 0,01 e 0,10% tolueno, respectivamente.

Figura 27. Fenotipagem de linfécitos Th1/Th2/Thl7 em bacgos de
camundongos Balb/c infectados com fungos expostos ou ndo ao tolueno. *(p
<0,05); **(p <0,01).

Figura 28. Fenotipagem de linfocitos Treg em bacos de camundongos
Balb/c infectados com fungos expostos ou ndo ao tolueno. *(p <0,05); **(p
<0,01).

Figura 29. Citocinas Thl, Th2 e Th17 em soro determinadas por CBA
em citometro de fluxo. *(p <0,05); **(p <0,01); ***(p <0,001); ****(p <0,0001)
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RESUMO

A esporotricose € uma micose subcutdnea emergente que acomete animais e humanos,
causada por espécies patogénicas do fungo Sporothrix schenckii senso lato. A doenca,
distribuida em todo o mundo, é mais frequente na America Latina e paises como Brasil,
Uruguai, Peru e Coldmbia constituem areas endémicas. No Brasil, a doenca tornou-se um
problema de salude em razdo do aumento de casos, manifestando-se com uma intrigante
transmissdo zoondtica por gatos. Os fatores ambientais extremos modificam a fisiologia dos
microrganismos, permitindo sua sobrevivéncia e induzendo mudancgas na viruléncia dos
fungos patdgenos com incidéncia direta no sistema imune. O tolueno encontra-se dentre 0s
principais contaminantes dos solos como consequencia dos derramamentos de gasolinas,
residuos da industria, dentre outras fontes de poluicdo, porém, o efeito deste contaminante
sobre a viruléncia do fungo S. schenckii ainda ndo foi elucidado. Neste estudo foi avaliado o
crescimento e a viruléncia de S. schenckii quando exposto ao tolueno. O fungo sobreviveu a
0,01 e 0,10% (vol/vol) de tolueno, sendo a populacdo reduzida até 17,5 e 5,4%,
respectivamente. O consumo de tolueno na concentracéo 0,01% mostrou uma reducao de 26%
apos 48 horas. As enzimas superdxido dismutase e catalase nos fungos expostos ao tolueno
foram altamente expressas, o qual permitiu uma maior remocdo das espécies reativas de
oxigénio intracelular nos fungos expostos, e uma menor sensibilidade a exposi¢do de H,O,
sendo que resistiram até 62,5 mM, entretanto, aqueles ndo crescidos em tolueno cresceram
somente até 31,25 mM. A presenca de melanossomas em conidios expostos ao tolueno foi
significativamente maior. A viruléncia avaliada em camundongos Balb/c infectados com
fungos expostos a 0,10% de tolueno pela via intraperitoneal apresentou maior carga fungica
em baco e figado e mais alta producdo de 6xido nitrico, IL-1p, TNF-a e IL-10 em macréfagos
peritoneais. A resposta a infec¢do pela via subcutdnea mostrou também maior carga fangica
no figado e pele dos animais infectados com fungo expostos a 0,10%, e revelou uma marcada
reacdo inflamatoria granulomatosa como resposta a uma maior viruléncia desses fungos
demonstrados por estudos anatomopatologico. A resposta imunoldgica associada mostrou
uma elevagdo dos linfécitos Th1/Th17 e Tregs no soro por meio da liberacdo de mediadores
da imunidade especifica: IFNY, IL-17 e IL-10. No modelo subcutadneo também se observou
um aumento dos niveis de linfocitos do perfil Thl e Th1/Thl7 com fenotipagem
CD3+CD4+CD25+IFNy e CD3+CD4+CD25+ IFNy/CD3+ CD4+ CD25+ IL-17; tais
modificagdes das populagoes linfocitarias tiveram uma expresdo na citocinas do padrdo Thl
(IL-2, TFNy, TNF), Th2 (IL-4, IL-6, IL-10) e Th17 (IL-17). Também se observou um



aumento das células Tregs com fendtipo CD3+CD4+CD25+Foxp3+ e a citocina
antinflamatéria 1L-10 como reflexo da necessidade de compensar a excessiva resposta
inflamatoria causada pela viruléncia do fungo. Os resultados mostram o aumento da
viruléncia de S. schenckii apds a exposi¢cdo ao tolueno, o que corrobora a hipdtese de que
influéncias ambientais produzem mudancas na viruléncia fungica e constitui uma maneira de
explicar, pelo menos em parte, o surgimento de possiveis surtos em regides altamente

poluidas.

Palavras-chave: Sporothrix schenckii. Esporotricose. Viruléncia. Tolueno. Resposta immune.

Superoxido dismutase. Contaminag&o ambiental. Meio ambiente.



ABSTRACT

Sporotrichosis is an emerging subcutaneous mycosis that affects animals and humans, caused
by pathogenic species of the fungus Sporothrix schenckii senso lato. It is distributed
worldwide, being more frequent in Latin America and the countries of Brazil, Uruguay, Peru,
and Colombia constitute endemic areas. In Brazil, the disease has become a health problem
due to the increase in cases, manifested with an intriguing zoonotic transmission by cats.
Extreme environmental factors modify the physiology of microorganisms, allowing their
survival and inducing changes in the virulence of pathogenic fungi with direct incidence in
the immune system. Toluene is one of the main contaminants of soils as a consequence of the
spills of gasolines, industrial waste, among other sources of pollution, but the effect of this
contaminant on the virulence of the S. schenckii fungus has not been elucidated yet. This
study evaluated the growth and virulence of S. schenckii when exposed to toluene. The fungus
survived 0.01 and 0.10% (vol / vol) toluene, with the population reduced to 17.5 and 5.4%,
respectively. The consumption of toluene in the concentration 0.01% showed a reduction of
26% after 48 hours. The enzymes superoxide dismutase and catalase in the toluene-exposed
fungi were highly expressed, which allowed a greater removal of of intracellular oxygen
reactive species in the exposed fungi, and a lower sensitivity to the exposure of H,O, being
resistant up to 62.5 mM, however, those not grown in toluene grew only up to 31.25 mM. The
presence of melanosomes in conidia exposed to toluene was significantly higher.Virulence
evaluated in Balb/c mice infected with fungi exposed to 0.10% of toluene by the
intraperitoneal route presented higher fungal load in spleen and liver and higher production of
nitric oxide, IL-1B, TNF-a and IL-10 in peritoneal macrophages. The response to infection by
the subcutaneous route also showed a greater fungal load on the liver and skin of animals
infected with fungus exposed to 0.10%, and showed a marked granulomatous inflammatory
reaction in response to a higher virulence of these fungi demonstrated by anatomopathological
studies. The associated immune response showed an increase of Th1l/Thl7 lymphocytes and
Tregs in serum by the release of mediators of the specific immunity: IFNY, IL-17 and IL-10.
In the subcutaneous model, the levels of lymphocytes of the Thl and Th1/ Th17 profile were
also observed with phenotyping CD3+CD4+CD25+IFNy and CD3+CD4+CD25+
IFNy/CD3+ CD4+ CD25+ IL-17; such modifications of the lymphocyte populations had an
expression in Thl (IL-2, IFNy, TNF), Th2 (IL-4, IL-6, IL-10) and Th17 (IL-17) cytokines. An



increase of Treg cells with CD3+CD4+CD25+Foxp3+ phenotype and IL-10 anti-
inflammatory cytokine was also observed as a reflection of the need to compensate for the
excessive inflammatory response caused by the virulence of the fungus. The results show the
increased virulence of S. schenckii after exposure to toluene, which corroborates the
hypothesis that environmental influences produce changes in fungal virulence and is a way of

explaining, at least in part, the emergence of possible outbreaks in regions highly polluted.

Keywords: Sporothrix schenckii. Sporotrichosis. Virulence. Toluene.  Immune response.

Superoxide dismutase. Environmental pollution. Environment



CAPITULO 1.- TESE



1 INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose granulomatosa, subaguda ou cronica que acomete
animais e seres humanos, causada pelos fungos patogénicos do género Sporothrix schenckii
senso lato. Est4 distribuida mundialmente sendo mais frequente em regibes de clima
tropical e subtropical, existindo areas endémicas. A doenca estd incluida no grupo das
micoses profundas oportunistas, e atinge habitualmente a pele, o tecido subcutaneo e os
vasos linfaticos, mas pode afetar também 6rgéos internos em pessoas imunocomprometidas.

No Brasil, especialmente no Rio de Janeiro, a doenca tornou-se um problema de
salde, em razdo do aumento de casos nos ultimos anos manifestando-se com uma intrigante
transmissdo zoondtica por gatos (Pereira et al., 2011; Silva et al., 2012; Borges et al., 2013;
Rodrigues et al., 2013; Pereira et al., 2014). A esporotricose na regido metropolitana do
Estado do Rio de Janeiro ficou evidenciada, nesta Ultima década, como uma doenca urbana,
ndo laborativa, de localidades nas quais, segundo informacdes oficiais, as condi¢bes de
infraestrutura e saneamento sdo precarias (Marques, 2000; Silva et al., 2012).

A elevagdo dos niveis de contaminagdo dos solos por hidrocarbonetos do petréleo
transformou-se em um grave problema mundial nas Ultimas décadas. O tolueno e outros
hidrocarbonetos arométicos como xilenos, benzeno e etilbenzeno, sdo poluentes
onipresentes (Cruden et al., 1992; Atlas, 1995; Huertas et al., 1998). Apesar de sua
importancia, hd uma notavel escassez de dados no que se refere ao impacto da polui¢do na
viruléncia dos microrganismos que habitam os solos. A influéncia dos fatores ambientais na
viruléncia tem sido demonstrada em diferentes fungos patdgenos, porém os efeitos de varios
desses fatores ainda ndo foram estudados em S. schenckii. Este fungo tem capacidade para
sobreviver em ambientes contaminados com tolueno e utiliza-lo como fonte de carbono
(Prenafeta-Boldu et al., 2006). Esta descoberta nos fez pensar que a interacao de S. schenckii
com o solvente em solos contaminados poderia modificar o seu estado de viruléncia e influir
na imunopatogenicidade do fungo. Portanto, torna-se importante a realizacdo de estudos da
influéncia da contaminacdo com tolueno na viruléncia e patogénese do fungo, e também

para fornecer novas estratégias e ferramentas de prevencédo e/ou controle da enfermidade.



7 CONCLUSOES

e O fungo S. schenckii foi capaz de manter a viabilidade celular até
concentragdes de 0,10%(Vv/v) de tolueno.

¢ O fungo foi capaz de consumir o tolueno e se multiplicar apds uma redugéo
dréstica da populacéo inicial.

e A presenca do tolueno produziu mudancas na forma do micélio, cor e
textura, e reduziu o didametro das colénias. O tolueno diminuiu a espessura de
da parede celular dos conidios e estimulou a formacdo de corpos eletrodensos
semelhantes a melanossomas, 0s quais encontraram-se em diferentes estagios
de formacao.

e A composicdo proteica da parede celular do fungo S. schenckii foi
modificada apds exposicao ao tolueno principalmente a 0,10%.

e A exposicdo ao tolueno incrementou a atividade de SOD e catalase, as quais
permitiram a reducdo nos niveis de espécies reativas de oxigénio
intracelulares e, portanto, uma maior resisténcia do fungo ao estresse
oxidativo por H,0..

e Nos fungos expostos ao tolueno observou-se uma maior viruléncia expressa
na maior carga fangica no figado e bago nos animais infectados,
principalmente na maior concentra¢do do composto. Os fungos crescidos em
tolueno nas duas concentracGes estudadas estimularam a liberacdo de
mediadores inflamatdrios (NO, TNF-a) e anti-inflamatério (IL-10) aos 7 dias
apos infecgdo, principalmente na maior concentracdo, o qual evidenciou um
possivel balango entre a resposta de macréfagos M1/M2.

e A exposicdo ao tolueno do fungo também estimulou o padrdo Th1/Thl7 e

Tregs e a liberacdo de IFN-y, IL-17 e IL-10 nos soros dos animais infectados.
Os resultados corroboram a hipotese de que o ambiente influencia diretamente a

viruléncia do fungo e constitui uma maneira de explicar a0 menos em parte, possiveis

surtos em regides altamente poluidas.
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