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1. INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose subcutanea causada por fungos do género
Sporothrix spp., amplamente distribuidos em todo o mundo, com maior prevaléncia
em regides tropicais e subtropicais (Reznik, 2022). Esses fungos sé&o classificados
como dimdérficos, apresentando forma filamentosa quando em temperaturas entre
25°C a 30°C, e forma leveduriforme quando em temperatura de 37°C. Sua forma
filamentosa é caracterizada por uma coloracéo branca no inicio do crescimento das
colénias, que vai adquirindo tons de marrom a preto a medida que vai crescendo, ja
sua forma leveduriforme apresenta coloracdo bege e de aspecto cremoso (Leite,
2022).

Essa infeccdo € considerada uma zoonose de grande importancia na saude
publica, afetando uma variedade de espécies, incluindo humanos e animais
domeésticos, como cdes e gatos, sendo os felinos domésticos particularmente
suscetiveis a formas clinicas graves da doenca (Gremido et al. 2020; Ramirez-Soto et
al. 2018). A transmissédo ocorre frequentemente através da inoculacdo trauméatica do
fungo no tecido subcutaneo do hospedeiro, seja por meio de contato com materiais
contaminados, como espinhos e farpas, ou por meio de mordidas e arranhdes de
gatos infectados. No Brasil, a espécie Sporothrix brasiliensis tem emergido como a
mais patogénica em felinos domeésticos, sendo responsavel por surtos de
esporotricose zoonotica, particularmente em areas urbanas do Rio Grande do Sul
(Rodrigues et al. 2013; Gremiao et al. 2020).

O diagnéstico da esporotricose tradicionalmente envolve o isolamento e a
caracterizacdo do fungo através de cultura micologica, porém métodos soroldgicos,
como o teste de ELISA utilizando proteinas recombinantes, tém mostrado alta
sensibilidade e especificidade, proporcionando uma alternativa mais rapida e eficiente
para o diagndstico (Almeida-Paes et al. 2007; Alvarado et al. 2015). Para ensaios de
diagnéstico indireto, uso de extratos brutos de Sporothrix spp., tem sido investigado,
mostrando potencial antigénico, o que pode contribuir para o desenvolvimento de
novas abordagens diagnosticas. Desse modo, este trabalho tem como objetivo
realizar a extragdo de antigenos nativos de S. brasiliensis na sua forma leveduriforme
e avaliar a capacidade de reconhecimento serem reconhecidos por anticorpos IgG
presentes no soro de felinos naturalmente infectados, contribuindo para o
desenvolvimento de novas ferramentas diagnosticas.
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2. METODOLOGIA

O método utilizado para extracdo dos antigenos, foi adaptado a partir de um
protocolo que consiste na macera¢do das amostras e adicdo de nitrogénio liquido
(Rodrigues et al. 2015). As cepas utilizadas para producdo dos extratos proteicos
foram extraidas a partir de duas amostras de Sporothrix brasiliensis, sendo elas:
LM20, cedida pelo Laboratorio de Micologia do Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas, e MG10, cedida pelo Laboratério de Biologia Molecular e
Micologia da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais. As
cepas foram previamente identificadas por suas caracteristicas macro,
micromorfologicas e PCR. Inicialmente, as amostras foram inoculadas em placas de
Petri contendo meio agar Sabouraud, utilizando uma alca de platina estéril, e
incubadas em estufa a 37°C por um periodo de sete dias, permitindo o crescimento
das leveduras. ApGs esse periodo, as coldnias formadas foram transferidas para
Erlenmeyers contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI). As culturas foram mantidas
em uma incubadora Shaker a 37°C a 180 rpm por mais sete dias.

ApoOs esse tempo de incubacéo, as culturas foram centrifugadas a 3.600 rpm, a
6°C, por 30 minutos. Os pellets resultantes foram lavados trés vezes com agua
ultrapura tipo 1 (Milli-Q) para remover qualquer residuo do meio de cultura. Em cada
lavagem, foi adicionado 1 mL de &gua, seguido de agitacdo em vértex e nova
centrifugacdo por 10 minutos. ApGs a Ultima lavagem, o pellet foi submetido a
maceracdo mecanica em almofariz, com adicao gradual de nitrogénio liquido, até a
obtencédo de um po fino. Este p6 foi diluido em 4 mL de Tris-Ca2+ (Tris-HCI 20 mM,
pH 8,8, CaCl, 2 mM). Em seguida, o extrato diluido foi transferido para microtubos
contendo aproximadamente 0,1 mL de esferas de vidro (Sigma 600 um) para 1,5 mL
de extrato. A mistura foi vigorosamente agitada em vortex por 30 minutos a 4°C.
Posteriormente, os detritos celulares e as esferas de vidro foram removidos por
centrifugacdo a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi
transferido para novos microtubos de 2 mL, com a adi¢cdo de 40 uL de ditiotreitol (20
mM) em cada tubo.

Posteriormente, os antigenos extraidos foram concentrados utilizando uma
membrana de dialise porosa e acucar refinado como agente osmatico. A técnica
consiste em adicionar 3,7 mL do extrato em cada 3 cm de membrana, amarrando as
extremidades. Em seguida, a membrana € lavada com agua destilada, e o peso inicial
é registrado. A membrana contendo o extrato € entdo imersa em acucar, cobrindo
completamente sua superficie, e deixada em contato por cerca de 5 minutos. Em cada
intervalo de tempo a membrana é lavada e pesada hovamente para monitorar o nivel
de concentragcdo, evitando a precipitacdo das proteinas. Foi alcancada uma
concentracéo de 50% do peso inicial.

As proteinas extraidas foram caracterizadas atraves das técnicas de SDS-PAGE
e Western Blot, para isso foram preparados dois géis idénticos de SDS-PAGE a 12%,
em que foram adicionadas as amostras LM20 e MG10, apés tratamento térmico para
desnaturacdo das proteinas. Foi utilizado também, um marcador molecular e, como
controle, foram utilizadas as proteinas recombinantes 1 e 2, previamente testadas. A
eletroforese foi realizada com uma tensao inicial de 80V por 25 minutos, seguida de
um aumento para 120V por aproximadamente 1h30. Apds, um dos géis foi corado
Coomassie Brilliant Blue (CBB) e aquecido por 30 segundos no micro-ondas. O
segundo gel foi submetido a técnica de Western Blot, sendo transferido para uma
membrana de nitrocelulose, blogueado com tampado de blogueio 5% (leite em poé
desnatado e PBS-T) durante a noite, em camara fria. Incubado com um pool de soros
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de felinos com diagnostico confirmado de esporotricose e com anticorpo secundario
IgG anti-cat. Por fim, a membrana foi embebida com solucdo de revelacdo
imunoenzimatica por dois minutos e lavada com agua destilada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise do gel de eletroforese SDS-Page 12% foi feita utilizando um
equipamento de transluminescéncia branca, que facilita a visualizagdo das bandas.
Nas proteinas controle (Quimera 1 e 2), € possivel observar uma banda em destaque
em relagcéo as demais. Essas bandas de coloragéo mais escura, condizem com pesos
moleculares entre 55 e 70 kDa, determinados anteriormente. Por outro lado, as
proteinas extraidas, LM20 e MG10, ndo apresentaram bandas com destaque
significativo em relacdo as demais, mas ainda assim é possivel visualizar proteinas
de diferentes pesos moleculares. Também é possivel observar que as duas amostras
apresentaram bandas proteicas semelhantes, em que as mais relevantes tiveram seus
valores variando de 100, 80 e 40 kDa, apesar de serem oriundas de diferentes regides
do pais (Figura 1).
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Figura 1: SDS-Page 12% com pesos moleculares das proteinas extraidas

No que diz respeito ao Western Blot, embora o resultado das exoproteinas néo
seja tdo notavel quanto o das proteinas recombinantes, € possivel afirmar que as
proteinas das cepas LM20 e MG10, quando expostas a soros de felinos positivos para
esporotricose sao capazes de ser reconhecidas pelos mesmos, demonstrando assim
sua capacidade antigénica, como pode ser observado na figura 2.
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Figura 2: Western Blot da caracterizacao das exoproteinas LM20 e MG10.
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A principal banda proteica dos extratos brutos reconhecida pelos soros
apresentou valores de aproximadamente 55 kDa. Estes resultados sugerem que estas
proteinas desempenham papeis importantes no reconhecimento do fungo pelos
anticorpos IgG presentes no soro dos gatos naturalmente infectados, no entanto, sao
necessarios mais estudos para caracterizar e padronizar o uso dessas proteinas como
nova ferramenta no controle da esporotricose.

4. CONCLUSOES

Os resultados preliminares deste estudo, indicam que os anticorpos 1gG
presentes nos soros de gatos positivos para esporoticose reconhecem o0s antigenos
nativos de diferentes isolados de S. brasiliensis extraidas através do protocolo
descrito. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para avaliar o potencial uso
dessas proteinas em ensaios de diagndsticos sorologicos.
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