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1. INTRODUCAO

A esporotricose € uma doenca causada por fungos dimérficos do complexo
Sporothrix schenki, que abrange sete subespécies de importdncia médica e
veterinaria S. schenckii sensu stricto, S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S.
pallida, S. luriei e S. chilensis (Makrl et al. 2020). Sporothrix brasiliensis é
considerado a espécie mais patogénica (Orofino-Costa et al. 2017) e é o principal
agente etiolégico causador da esporotricose animal no Brasil (Rodrigues et al.
2013).

O fungo pode apresentar-se como hifas saprofiticas no solo, plantas e madeira
em decomposi¢ao e como conidios na forma leveduriforme (Rodrigues et al. 2013).
Assim, o comportamento dos gatos domeésticos os torna mais suscetivel ao
contagio por Sporothrix spp., principalmente por estarem em proximidade com o
solo e restos de plantas (Schubach, 2004). Do mesmo modo 0s comportamentos
de caca, briga e de socializacdo dos gatos que tém acesso ao ambiente
peridomiciliar, faz com que estejam mais suscetiveis (Pereira et al. 2015), visto que,
muitas vezes, entram em contato com animais infectados cujas les6es contém alta
carga fungica (Macédo-Sales et al. 2018).

Além de desempenharem um importante papel na transmissao deste fungo,
0s gatos séo considerados sinalizadores, aos quais 0 agente se adaptou com alta
patogenicidade. Entender a dindmica da resposta imune dos felinos frente a
Sporothrix spp. proporciona aos profissionais, clinicos e cientistas, uma melhor
compreensao sobre a relagao entre o fungo e o hospedeiro. Assim, o objetivo deste
trabalho foi investigar através de ensaio de Dot-blotting a deteccdo de uma cepa
local de S. brasiliensis pelos anticorpos IgG presentes no soro de felinos infectados
naturalmente.

2. METODOLOGIA

Para a realizac&o da pesquisa foi utilizada uma cepa cedida gentilmente pelo
Laboratorio de Micologia- LabMico, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
proveniente de um isolado clinico de um felino infectado naturalmente no municipio
de Pelotas, RS. Este isolado foi caracterizado como sendo pertencente ao género
Sporothrix por macro e microscopia, e como sendo S. brasiliensis, por PCR.

No laboratério ClinPet, a cepa foi repicada em &gar Sabouraud e incubada em
estufa bacteriolégica regulada a 37 °C, durante sete dias. Transferida para caldo
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brain heart infusion (BHI) onde permaneceu em incubadora com agitagéo orbital a
180 rpm, a 37 °C por sete dias. Apos, o cultivo foi centrifugado a 6.000 g a 6 °C por
20 minutos em tubos de fundo conico de 50 mL para sedimentacdo das células,
sendo o sobrenadante descartado. Por trés vezes, o sedimento foi lavado com
agua ultrapura tipo 1 (Mili Q) e centrifugado novamente.

A extracdo do antigeno a partir do sedimento celular foi realizada adaptando-
se um protocolo ja descrito por Rodrigues et al. (2005). O pellet final rendeu um
volume de aproximadamente 3 mL, foi congelado em nitrogénio liquido e macerado
em grau e pistilo por quatro vezes. Foram adicionados, ao produto da maceracao,
4mL de tampao Tris-Caz+ (Tris-HCI 20 mM pH 8,8, CaCl: 2 mM), em seguida a
mistura foi transferida para microtubos contendo esferas de vidro 600 um (Sigma-
Aldrich, MO, USA). As aliquotas foram submetidas a vortex a 4 °C por 30 minutos,
apos foram centrifugadas em microcentrifuga a 10.000 g, a 4 °C por 10 minutos,
sendo os sobrenadantes transferidos e os pellets contendo detritos celulares e
esferas de vidro descartados.

A caracterizacdo do extrato bruto foi realizada através da técnica de Dot
Blotting, em que foram aplicados 10 pL de cada amostra na membrana de
nitroceluse (GVS Filter Technology, Sanford, USA) Foi utilizada uma proteina
recombinante como controle positivo, ja descrita como antigénica (de ALMEIDA et
al. 2023), albumina como controle negativo e o extrato para analise. A membrana
permaneceu em estufa durante 30 minutos a 37 °C, para secagem. Apds, todas
etapas foram realizadas deixando a membrana imersa, em agitacdo lenta e
temperatura ambiente. A membrana foi bloqueada com leite em p6 desnatado 5%
diluido em PBST 0,05%, por 50 minutos. Lavada quatro vezes com PBST.
Posteriormente, foi adicionado soro de um felino infectado naturalmente por
Sporothrix spp. na diluicdo de 1:500 em PBS 1%, por uma hora. Apos a lavagem
da membrana por trés vezes foi adicionado anti-lgG de gato conjugado a
peroxidase (Sigma-Aldrich, MO, USA), na diluicdo de 1:5000 em PBST, durante 40
minutos. Lavada trés vezes com PBST e adicionado a solucado revelagdo (6 mg
DAB+ 9 mL de TRIS HCI 50 mM pH 7,6 + 1 mL de sulfato de niquel 0,3% + 15 uL
H202) por cinco minutos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para realizacdo do teste foi utilizado o extrato juntamente com duas
amostras de soro de felinos com diagndstico positivo cedidas pelo Laboratério de
Patologia Clinica Veterinaria (LPCVet) da UFPel. Para o diagnostico desses
pacientes foi realizada cultura micoldgica, que € considerado padrédo-ouro para
diagnéstico deste fungo (BARROS et al. 2011), sendo realizado no Centro de
Diagnéstico e Pesquisa em Micologia Veterinaria- MICVET/UFPel,

Na técnica de Dot blotting, foram utilizados dois soros de felinos positivos
para a esporotricose. Quando expostos a proteina recombinante, os soros a
reconheceram ligando-se ela, de modo que na etapa de revelagcdo ocorreu uma
reacdo imunocromatogréfica, resultando em uma coloracéo acinzentada no local
em que a proteina foi adsorvida na membrana. O extrato bruto de S. brasilensis
apresentou uma ligagdo com o soro dos felinos infectados, mais elevada quando
comparada a proteina recombinante em um dos soros. Enquanto que o controle
negativo nédo foi reconhecido por ambos o0s soros, como esperado, validando o
teste, conforme a Figura 1.
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Figura 1- Dot blot utilizando extrato bruto de um isolado local (LM20) como antigeno confrontado
com soros de felinos infectados. C+: controle positivo e C-: albumina como controle negativo

Esse resultado possibilitou observar a capacidade do exoantigeno de ser
reconhecido pelos anticorpos especificos IgG presentes no soro de dois felinos
domésticos com infeccdo ativa de esporotricose. Esta resposta promissora validou
o0 teste e viabilizou a continuacao deste estudo. A auséncia de uma resposta imune
eficiente do hospedeiro é um fator chave na progressao da doenca (SCHUBACH
et al. 2004), de modo que precisam ser realizados estudos continuados para
entendermos melhor a capacidade do sistema imune em reconhecer o agente
causador.

O Dot blot € uma técnica ja descrita a décadas para diagnostico de algumas
doencas (PAPAS et al. 1985), ndo necessita de equipamentos especificos, sendo
simples, rapida, de baixo custo e facil realizacdo. Em outras patologias esta ja foi
descrita por apresentar boa sensibilidade no inicio da infec¢géo, sendo uma possivel
alternativa para o diagnostico precoce (BLANCO, 2021), toda via sdo necessarios
mais estudos para padronizacdo do uso diagnéstico de esporotricose animal.

Outro possibilidade € o uso da técnica para testes investigativos visando
compreender melhor o sistema imune humoral frente a doenca, podendo relacionar
os resultados com diversos fatores. Assim, analisar os anticorpos IgG contra o S.
brasiliensis em pacientes com diferentes estadiamentos clinicos e graus de lesdes,
possibilitando interpretar a reacdo antigenica relacionando ao estado clinico geral.

4. CONCLUSOES

Com base nesse estudo o extrato bruto extraido de um isolado local de
S.brasiliensis no municipio de Pelotas/RS, demonstrou a capacidade de ser
reconhecido pelo soro de felinos infectado naturalmente pela doenca atravées da
técnica de Dot blotting. Permitindo o uso de extratos brutos em mais estudos
visando o desenvolvimento de novos ensaios de diagndsticos laboratoriais bem
como uma melhor compreenséo da relagéo entre antigeno e hospedeiro.
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