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tolueno e sem tolueno. Inóculos de 1,5x10
6
 células viáveis foram incubados em 

SDB e 30°C, em frascos erlenmeyer com tampas Mininnert provistas de selos de 
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média ± desvio standard de duplicatas de três experimentos independentes. 

 

47 

Figura 8.  Viabilidade celular aos 5 dias de incubação 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 
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Figura 9. Macromorfometria de S. schenckii. (a) células fúngicas 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 medições do diâmetro (mm)±desvio padrão de duplicatas de 

três experimentos independentes 
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Figura 10. Morfologia das colônias em atmosfera de tolueno aos 19 dias 

de incubação (A) com tolueno (B) controle sem tolueno. Note-se o menor 

diâmetro das colônias e o micélio em forma de pontas bem elevadas e de a 

aparência brilhante e translucida. Barra de escala: 1 mm 
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Figura 11. Morfologia de conídios e leveduras de S. schenckii 16345 em 

fase exponencial do crescimento crescidos a diferentes concentrações de 

tolueno. Microscopia eletrônica de conídios. (A) sem tolueno, (B) 0,01% e (C) 

0,10%. Leveduras crescidas (D) sem tolueno, (E) 0,01 e (F) 0,10% de tolueno. 

Magnificação 25000x (barra 1µm). 

 

50 

Figura 12. Superfície conidial de S. schenckii tratados com tolueno 

determinada por microscopia eletrônica de transmissão. Setenta e uma células 

da fase exponencial de cada tratamento foram analisadas.  
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Figura 13. Mudanças na espessura da parede celular de S. schenckii em 

fase exponencial de crescimento influenciada pela exposição ao tolueno em 

diferentes concentrações. 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 padrão de 42 células de cada grupo. Barra de 

escala: 1µm. 
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Figura 14. Acúmulo de material eletrodenso em vesículas 

citoplasmáticas semelhantes a melanossomas em conídios de S. schenckii 

expostos ao tolueno. Secções ultrafinas de células fúngicas foram preparadas para 

MET e mostram estruturas com diferentes eletrodensidade. O número de corpos 

eletrodensos representam a média ± desvio padrão de 161 conídios por grupo 

(Magnificação 5000x, 40.000X, barra =1µm) ****p valor<0,0001.  
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Figura 15. Mudanças da Atividade de Superóxido Dismutase. (1): Sem 

Tolueno; (2): Tolueno 0,01%; (3): Tolueno 0,10%. Foram colocados 23 µg de 

proteínas em cada poço.  
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Figura 16.  Atividade de catalase observada pela força da reação e a 

evolução da formação de bolhas (oxigênio). A) Sem Tolueno, B) 0,01%, C) 

0,10%. Os testes foram realizados em triplicata.   

 

54 



iii 

Figura 17. S. schenckii crescido em tolueno torna-se mais resistente ao 

estresse por peroxido de hidrogênio. Mecanismos enzimáticos para a 

desintoxicação de espécies reativas de oxigênio desenvolvidos pelo fungo crescido 

em tolueno permitiram que sobrevivesse até concentrações de oxidante de 62,50 

mM 
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Figura 18. Acúmulo de ERO em células de S. schenckii coradas com 

DHR-123 e detectadas por citometria de fluxo. Conídios crescidos sem e com 

tolueno foram tratados com H2O2 (linha vermelha) e usaram-se como controle 

culturas sem tratar com H2O2 (linha preta). A) crescidos sem tolueno, B e C) 

crescidos a 0,01% e 0,10% tolueno. D) Intensidade média de fluorescência (IMF) 

após o tratamento com H2O2 por 30 min a 30°C. 
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Figura 19. Mudanças no perfil de proteínas da parede celular de S. 

schenckii extraídas com SDS/DTT e coradas com azul de Coomasie. (A) Sem 

tolueno, (B) 0,10% tolueno.  
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Figura 20. Carga fúngica em camundongos Balb/c infectados com S. 

schenckii tratados com tolueno (UFC)/g em baço e fígado. Grupos de animais 

foram inoculados via intraperitoneal com 1 x 10
7
 conídios/mL, e a infecção foi 

avaliada aos 21 dias. Os dados são apresentados como a média ± desvio padrão de 

três experimentos independentes **(p <0,01); ***(p <0,001); ****(p <0,0001). 
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Figura 21. Produção de óxido nítrico em macrófagos peritoneais de 

camundongos Balb/c infectados por S. schenckii expostos a diferentes 

concentrações de tolueno. Os macrófagos foram estimulados in vitro com 

conidios termoinativados ou LPS. A concentração de NO foi detectada pelo 

método de Greiss. ***(p <0,001); ****(p <0,0001).  
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Figura 22. Perfil de citocinas pró e anti-inflamatórias em macrófagos 

peritoneais de camundongos Balb/c infectados por S. schenckii, crescidos a 

diferentes concentrações de tolueno em comparação com camundongos infetados 

com fungos não expostos a tolueno (ST) ou não infectados (PBS). Os macrófagos 

foram estimulados in vitro com conídios termoinativados e as citocinas foram 

quantificadas no sobrenadante por ELISA *(p <0,05); **(p <0,01).  
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Figura 23. Perfil de Th1/Th17 em esplenócitos de camundongos Balb/c 

infectados por S. schenckii expostos a diferentes concentrações de tolueno, em 

comparação com camundongos infetados com fungos não expostos a tolueno (ST) 

ou não 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. Progressão da esporotricose aos 21 dias de infecção. A) 

Lesões da pele nos grupos infectados. O grupo infectado 0,10% apresentou lesões 

na pele mais persistentes com disseminação à cauda e fígado. B) Disseminação a 

órgãos: lesões macroscópicas em fígado e baço do grupo infectado com fungos 

crescidos em tolueno, apresentando aumento de tamanho conforme incrementa-se 

a concentração de tolueno a que o fungo foi exposto. Carga fúngica em pele e 

fígado aumentou nos animais infectados com fungo exposto a 0,10% de tolueno. 
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Figura 25. Reação inflamatória supurativa na pele de camundongos 

Balb/c. Observaram-se infiltrados mononucleares com células epiteliodes e 

presença de leveduras, mais numerosas no grupo infectado com fungos crescidos a 

0,10%. (seta preta: leveduras). A) grupo não infectado, B) Grupo infectado com 

fungo não exposto a tolueno, B e D) Infectados com fungos crescidos a 0,01 e 

0,10% tolueno. 
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Figura 26. Histopatologia do fígado de camundongos Balb/c mostrando 

a reação 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, cabeça de seta: células gigantes, estrela: 

área de necrose). A) Não infectado, B) Infectado Sem Tolueno, C e D) infectados 

com fungo crescido a 0,01 e 0,10% tolueno, respectivamente.  
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Figura 27. Fenotipagem de linfócitos Th1/Th2/Th17 em baços de 

camundongos Balb/c infectados com fungos expostos ou não ao tolueno. *(p 

<0,05); **(p <0,01). 
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Figura 28. Fenotipagem de linfócitos Treg em baços de camundongos 

Balb/c infectados com fungos expostos ou não ao tolueno. *(p <0,05); **(p 

<0,01). 
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Figura 29.  Citocinas Th1, Th2 e Th17 em soro determinadas por CBA 

em citômetro de fluxo. *(p <0,05); **(p <0,01); ***(p <0,001); ****(p <0,0001) 
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RESUMO 
 

A esporotricose é uma micose subcutânea emergente que acomete animais e humanos, 

causada por espécies patogênicas do fungo Sporothrix schenckii senso lato. A doença, 

distribuída em todo o mundo, é mais freqüente na América Latina e países como Brasil, 

Uruguai, Peru e Colômbia constituem áreas endêmicas. No Brasil, a doença tornou-se um 

problema de saúde em razão do aumento de casos, manifestando-se com uma intrigante 

transmissão zoonótica por gatos. Os fatores ambientais extremos modificam a fisiologia dos 

microrganismos, permitindo sua sobrevivência e induzendo mudanças na virulência dos 

fungos patógenos com incidência direta no sistema imune. O tolueno encontra-se dentre os 

principais contaminantes dos solos como consequencia dos derramamentos de gasolinas, 

resíduos da indústria, dentre outras fontes de poluição, porém, o efeito deste contaminante 

sobre a virulência do fungo S. schenckii ainda não foi elucidado. Neste estudo foi avaliado o 

crescimento e a virulência de S. schenckii quando exposto ao tolueno. O fungo sobreviveu a 

0,01 e 0,10% (vol/vol) de tolueno, sendo a população reduzida até 17,5 e 5,4%, 

respectivamente. O consumo de tolueno na concentração 0,01% mostrou uma redução de 26% 

após 48 horas. As enzimas superóxido dismutase e catalase nos fungos expostos ao tolueno 

foram altamente expressas, o qual permitiu uma maior remoção das espécies reativas de 

oxigênio intracelular nos fungos expostos, e uma menor sensibilidade à exposição de H2O2 

sendo que resistiram até 62,5 mM, entretanto, àqueles não crescidos em tolueno cresceram 

somente até 31,25 mM. A presença de melanossomas em conídios expostos ao tolueno foi 

significativamente maior.  A virulência avaliada em camundongos Balb/c infectados com 

fungos expostos a 0,10% de tolueno pela via intraperitoneal apresentou maior carga fúngica 

em baço e fígado e mais alta produção de óxido nítrico, IL-1β, TNF-α e IL-10 em macrófagos 

peritoneais. A resposta à infecção pela via subcutânea mostrou também maior carga fúngica 

no fígado e pele dos animais infectados com fungo expostos a 0,10%, e revelou uma marcada 

reação inflamatória granulomatosa como resposta a uma maior virulência desses fungos 

demonstrados por estudos anatomopatologico. A resposta imunológica associada mostrou 

uma elevação dos linfócitos Th1/Th17 e Tregs no soro por meio da liberação de mediadores 

da imunidade específica: IFNƔ, IL-17 e IL-10. No modelo subcutâneo também se observou 

um aumento dos níveis de linfócitos do perfil Th1 e Th1/Th17 com fenotipagem 

CD3+CD4+CD25+IFNɣ e CD3+CD4+CD25+ IFNɣ/CD3+ CD4+ CD25+ IL-17; tais 

modificações das populaçoes linfocitarias tiveram uma expresão na citocinas do padrão Th1 

(IL-2, IFNɣ, TNF), Th2 (IL-4, IL-6, IL-10) e Th17 (IL-17). Também se observou um 
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aumento das células Tregs com fenótipo CD3+CD4+CD25+Foxp3+ e a citocina 

antinflamatória IL-10 como reflexo da necessidade de compensar a excessiva resposta 

inflamatória causada pela virulência do fungo. Os resultados mostram o aumento da 

virulência de S. schenckii após a exposição ao tolueno, o que corrobora a hipótese de que 

influências ambientais produzem mudanças na virulência fúngica e constitui uma maneira de 

explicar, pelo menos em parte, o surgimento de possíveis surtos em regiões altamente 

poluídas.   

 

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

Superoxido dismutase. Contaminação ambiental. Meio ambiente. 
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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 H2O2 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-1β, TNF-α 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 Th1/Th17 lymphocytes and 

Tregs in serum by the release of mediators of the specific immunity: IFNƔ, IL-17 and IL-10. 

In the subcutaneous model, the levels of lymphocytes of the Th1 and Th1/ Th17 profile were 

also observed with phenotyping CD3+CD4+CD25+IFNɣ and CD3+CD4+CD25+ 

IFNɣ/CD3+ CD4+ CD25+ IL-17; such modifications of the lymphocyte populations had an 

expression in Th1 (IL-2, IFNɣ, TNF), Th2 (IL-4, IL-6, IL-10) and Th17 (IL-17) cytokines. An 
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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 
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CAPÍTULO 1.- TESE 
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1 INTRODUÇÃO  
 

A esporotricose é uma micose granulomatosa, subaguda ou crônica que acomete 

animais e seres humanos, causada pelos fungos patogênicos do gênero Sporothrix schenckii 

senso lato. Está distribuída mundialmente sendo mais frequente em regiões de clima 

tropical e subtropical, existindo áreas endêmicas. A doença está incluída no grupo das 

micoses profundas oportunistas, e atinge habitualmente a pele, o tecido subcutâneo e os 

vasos linfáticos, mas pode afetar também órgãos internos em pessoas imunocomprometidas.  

No Brasil, especialmente no Rio de Janeiro, a doença tornou-se um problema de 

saúde, em razão do aumento de casos nos últimos anos manifestando-se com uma intrigante 

transmissão zoonótica 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 região metropolitana do 

Estado do Rio de Janeiro ficou evidenciada, nesta última década, como uma doença urbana, 

não laborativa, de localidades nas quais, segundo informações oficiais, as condições de 

infraestrutura e saneamento são precárias (Marques, 2000; Silva et al., 2012).  

A elevação dos níveis de contaminação dos solos por hidrocarbonetos do petróleo 

transformou-se em um grave problema mundial nas últimas décadas. O tolueno e outros 

hidrocarbonetos aromáticos como xilenos, benzeno e etilbenzeno, são poluentes 

onipresentes (Cruden et al., 1992; Atlas, 1995; Huertas et al., 1998). Apesar de sua 

importância, há uma notável escassez de dados no que se refere ao impacto da poluição na 

virulência dos microrganismos que habitam os solos. A influência dos fatores ambientais na 

virulência tem sido demonstrada em diferentes fungos patógenos, porém os efeitos de vários 

desses fatores ainda não foram estudados em S. schenckii. Este fungo tem capacidade para 

sobreviver em ambientes contaminados com tolueno e utilizá-lo como fonte de carbono 

(Prenafeta-Boldú et al., 2006). Esta descoberta nos fez pensar que a interação de S. schenckii 

com o solvente em solos contaminados poderia modificar o seu estado de virulência e influir 

na imunopatogenicidade do fungo. Portanto, torna-se importante a realização de estudos da 

influência da contaminação com tolueno na virulência e patogênese do fungo, e também 

para fornecer novas estratégias e ferramentas de prevenção e/ou controle da enfermidade.  
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7 CONCLUSÕES  

 O fungo S. schenckii foi capaz de manter a viabilidade celular até 

concentrações de 0,10%(v/v) de tolueno. 

 O fungo foi capaz de consumir o tolueno e se multiplicar após uma redução 

drástica da população inicial. 

 A presença do tolueno produziu mudanças na forma do micélio, cor e 

textura, e reduziu o diâmetro das colônias. O tolueno diminuiu a espessura de 

da parede celular dos conídios e estimulou a formação de corpos eletrodensos 

semelhantes a melanossomas, os quais encontraram-se em diferentes estágios 

de formação.  

 A composição proteica da parede celular do fungo S. schenckii foi 

modificada após exposição ao tolueno principalmente a 0,10%. 

 A exposição ao tolueno incrementou a atividade de SOD e catalase, as quais 

permitiram a redução nos níveis de espécies reativas de oxigênio 

intracelulares e, portanto, uma maior resistência do fungo ao estresse 

oxidativo por H2O2. 

 Nos fungos expostos ao tolueno observou-se uma maior virulência expressa 

na maior carga fúngica no fígado e baço nos animais infectados, 

principalmente na maior concentração do composto. Os fungos crescidos em 

tolueno nas duas concentrações estudadas estimularam a liberação de 

mediadores inflamatórios (NO, TNF-α) e anti-inflamatório (IL-10) aos 7 dias 

após infecção, principalmente na maior concentração, o qual evidenciou um 

possível balanço entre a resposta de macrófagos M1/M2.  

 A exposição ao tolueno do fungo também estimulou o padrão Th1/Th17 e 

Tregs e a liberação de IFN-ɣ, IL-17 e IL-10 nos soros dos animais infectados.  

 

Os resultados corroboram a hipótese de que o ambiente influencia diretamente a 

virulência do fungo e constitui uma maneira de explicar ao menos em parte, possíveis 

surtos em regiões altamente poluídas. 

.  
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