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RESUMO

A esporotricose € uma micose subcutanea causada por fungos do género Sporothrix sp. Nos
ultimos 20 anos, a forma zoondtica da doenca, causada pelo S. brasiliensis, se tornou um grave
problema de saude publica e um grande desafio para os profissionais da sadde. O diagndstico
rapido dessa doenca é essencial para o inicio do tratamento, bem como o mapeamento de areas
afetadas e implementacdo de programas de contencdo da doenca. O padrdo ouro para
diagndstico da esporotricose € a cultura e isolamento, método que pode demorar até um més
para o resultado; outros métodos diagndsticos como citologia, histopatologia e reacdo em cadeia
polimerase (PCR) nédo apresentam boa sensibilidade, exceto na espécie felina. Nesse contexto,
0 presente estudo propde a utilizacdo de ferramentas de bioinformatica para selecdo de
antigenos que possam ser aplicados no desenvolvimento e validacdo de novos métodos
diagnosticos para esporotricose felina. Para isso os bancos de dados do NCBI (National Center
for Biotechnology Information) foram utilizados para busca de genomas e proteomas de
Sporothrix sp. e a selecdo de epitopos de células B foi realizada pelo programa Immunorank.
Pela ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) foi possivel comparar as
sequéncias com outros microrganismos que poderiam causar reagdo cruzada. Para confirmagéo
in vitro da sensibilidade e especificidade dos 143 epitopos selecionados, estes foram
sintetizados em membrana de celulose pré-ativas e derivatizadas. As membranas foram
submetidas a teste de Imunoblotting para verificacdo da a capacidade dos peptideos em
diferenciar pool de soros de felinos positivos e negativos, além de animais positivos para
criptococose e leishmaniose, considerados diagndsticos diferenciais. Ao final, foram
selecionados cinco peptideos que apresentaram maior score, sendo que trés destes
apresentavam cadeias semelhantes, portanto, foram sintetizados em um Unico peptideo
chamado de PepSPSK. Os peptideos PepSPSK, Pep2 e Pep3 foram sintetizados como peptideos
soltveis e utilizados na padronizacdo e avaliacdo de desempenho analitico de um ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). No ELISA, o peptideo PepSPSK foi capaz de
diferenciar pool de soros de animais positivos para esporotricose de pool de soros de animais
negativos e pool de soros de animais positivos para criptococose, enguanto 0s outros dois
peptideos ndo apresentaram boa discriminacao entre os grupos. Ao final, o peptideo PepSPSK
seguiu para as etapas de validacdo de um novo teste diagndstico, apresentando boa sensibilidade
e especificidade analitica e obtendo resultados significativos de discriminagdo entre pool de
soros de animais positivos de pool de soros de animais negativos (p<0,05), além de ser capaz
de diferenciar entre animais positivos para esporotricose de animais positivos para
criptococose. Concluiu-se que ferramentas de bioinformaticas auxiliam no desenvolvimento e
aprimoramento de técnicas soroldgicas e que o peptideo PepSPSK apresentou alto potencial
para o diagndstico soroldgico da esporotricose felina.

Palavras-chave: Sporothrix sp. Peptideos soluveis. Bioinformética. ELISA.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by fungi of the genus Sporothrix sp. In the
last 20 years, the zoonotic form of the disease, caused by S. brasiliensis, has become a serious
public health problem and a major challenge for health professionals. Rapid diagnosis of this
disease is essential for initiating treatment as well as mapping affected areas and implementing
disease containment programs. The gold standard for diagnosis of sporotrichosis is culture and
isolation, a method that may take up to a month to obtain results; other diagnostic methods such
as cytology, histopathology, and polymerase chain reaction (PCR) do not have good sensitivity,
except in feline species. In this context, the present study proposes the use of bioinformatics
tools to select antigens that can be applied in the development and validation of new diagnostic
methods for feline sporotrichosis. To this end the NCBI (National Center for Biotechnology
Information) databases were used to search for genomes and proteomes of Sporothrix sp. and
the selection of B-cell epitopes was performed by the Immunorank program. By BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) it was possible to compare the sequences with other
microorganisms that could cross-react. To confirm in vitro the sensitivity and specificity of the
143 selected epitopes, they were synthesized in pre-active and derivatized cellulose membranes.
The membranes were submitted to immunoblotting to verify the peptides' ability to differentiate
positive and negative feline serum pools, as well as positive animals for cryptococcosis and
leishmaniasis, considered as differential diagnostics. At the end, five peptides with the highest
score were selected, and three of them had similar chains, so they were synthesized into a single
peptide called PepSPSK. PepSPSK, Pep2 and Pep3 peptides were synthesized as soluble
peptides and used in the standardization and evaluation of the analytical performance of an
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). In the ELISA, the PepSPSK peptide was able
to differentiate pool of sera from sporotrichosis positive animals from pool of sera from
negative animals and pool of sera from cryptococcosis positive animals, while the other two
peptides did not show good discrimination between the groups. In the end, the PepSPSK peptide
went on to the validation steps of a new diagnostic test, showing good analytical sensitivity and
specificity and obtaining significant discrimination results between pool of sera from positive
animals from pool of sera from negative animals (p<0.05), besides being able to differentiate
between sporotrichosis positive animals from cryptococcosis positive animals. It was concluded
that bioinformatics tools help in the development and improvement of serological techniques
and that PepSPSK peptide showed high potential for the serological diagnosis of feline
sporotrichosis.

Keywords: Sporothrix sp. Soluble peptides. Bioinformatics. ELISA.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose subcutanea causada por fungos do género Sporothrix.
Possui distribuicdo mundial ocorrendo principalmente nas regides de clima tropical e
subtropical, sendo a maioria dos relatos acontecendo na Africa do Sul, China e Brasil (MORA-
MONTES et al., 2015; BONIFAZ; TIRADO-SANCHEZ, 2017; QUEIROZ-TELLES;
BUCCHERI; BENARD, 2019). Os fungos do género Sporothrix sdo dimorficos, apresentando
uma forma filamentosa no ambiente ou quando incubado entre 25°C - 28°C em meio Sabouraud
Dextrose Agar (SDA); e uma forma leveduriforme quando parasitando ou incubado entre 35°C
- 37°C em Agar Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI) (MARIMON et al., 2007; DE LIMA
FRANCO et al., 2012; ZHOU; RODRIGUES; FENG, 2013; MORA-MONTES et al., 2015).

No geral, fungos causadores da esporotricose sdo encontrados em solo e vegetacao,
sendo sua via classica de transmissdo a inoculagdo traumatica associada a atividades
ocupacionais de pessoas que desempenham atividades diretas com solo ou matéria vegetal
(FERNANDES et al., 2009). No Brasil, a via classica se manteve até meados da década de
1990, quando a principal forma de infeccdo passou a ter o envolvimento de gatos infectados.
Desde entdo o nimero de casos no pais vem aumentando drasticamente, sendo descrito como
o0 principal agente patogénico na forma zoonética a espécie S. brasiliensis (CHAKRABARTI
et al., 2015; QUEIROZ-TELLES; BUCCHERI; BENARD, 2019). O felino doméstico se
tornou o mantenedor da doenca, uma vez que este possui um potencial transmissor
consideravel, que se da, em parte, pelo habito desses animais de utilizarem arvores para afiar
suas garras. Com isso, é possivel adquirir o fungo sob unhas podendo transmiti-lo durante a
arranhadura, inoculando grande quantidade de carga fingica no hospedeiro. Animais infectados
também podem transmitir a esporotricose por aerossois provenientes de espirros ou contato
direto de pele lesionada com a ferida de animais infectados (CARLOS et al., 2009;
MONTENEGRO et al., 2014; BONIFAZ; TIRADO-SANCHEZ, 2017; DE ALMEIDA et al.,
2018).

O diagndstico rapido da esporotricose em gatos permite mapear areas afetadas, avaliar
a epidemiologia da doenga e o inicio rapido e eficaz do tratamento, diminuindo o risco de
transmisséo, aléem de melhorar o prognostico do paciente. A analise espacial realizada por Paiva
et al. (2020) sugere que a intensidade de casos de esporotricose felina em uma determinada area
é fator de risco para a disseminagdo da doenca tanto em gatos quanto em humanos. Além disso,
é dito que, o animal com esporotricose atua como sentinela para possiveis novos casos, tanto

humanos quanto em animais, tornando sua detec¢cdo uma medida importante na prevencao e
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controle da doenca. O padréo ouro para o diagnostico é a cultura e isolamento do agente, no
qual mesmo apresentando sensibilidade proxima de 100% em felinos domésticos, apresenta
como desvantagem a demora no resultado, uma vez que a identificacdo do agente em
laboratdrio pode levar até 30 dias. Técnicas como a citologia e histopatologia, embora mais
répidas que a cultura e isolamento, acabam por apresentar baixa sensibilidade em outras
espécies. Além disso, quando o diagndstico é negativo, a recomendacdo é tentativa de cultura
e isolamento do agente, levando a um maior atraso para o resultado e consequente inicio de
tratamento do paciente (PEREIRA et al., 2011; BERNARDES-ENGEMANN et al., 2015;
SILVA et al., 2015; SANTOS et al., 2018; COELHO et al., 2019).

Desde o inicio da década de 1970 tem se estudado a utilizacdo de testes soroldgicos
para o diagndstico da esporotricose. Testes de imunodifusdo, reacdo em cadeia polimerase
(PCR), aglutinacdo em tubo, fixacdo de complemento, aglutinacdo em latex, imunoblot, teste
de imunofluorescéncia indireta e ensaios imunoenzimaticos, acabam apresentando
inviabilidade em sua aplicagdo em areas endémicas ora por ndo apresentarem boa sensibilidade
e especificidade, ora por apresentarem reacdo cruzada, inespecifica ou alto custo
(ALBORNOZ; VILLANUEVA; DE TORRES, 1984; FERNANDES et al., 2011; DE JESUS
et al., 2020).

Nesse contexto, a busca por tecnologias para criacdo de novos testes diagndsticos se
faz necesséria, e testes como 0 ensaio imunoenzimatico ligado a enzima (ELISA, do inglés
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), sdo uma excelente alternativa para o diagnostico
precoce da esporotricose, sendo considerada uma opcdo de realizacdo facil, agil e de baixo
custo. O desenvolvimento e validacdo de um novo teste diagnostico rapido e eficiente é de
extrema importancia ndo s6 para iniciar o tratamento de forma mais rapida e segura,
melhorando o progndstico do paciente, como também para a coleta de dados epidemioldgicos
e vigilancia epidemioldgica da doenga. Assim, o presente estudo propGe a predicéo de peptideos
sintéticos para potencial utilizagdo como antigenos em testes diagndsticos da esporotricose,
além da producdo de um teste de ELISA utilizando peptideos sintéticos para esporotricose

felina.
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2 OBJETIVO GERAL

Selecionar peptideos para serem utilizados em novos testes diagndsticos para

esporotricose.

2.1 Objetivos Especificos

- Selecionar, utilizando ferramentas de bioinformaticas e banco de dados de genoma e
proteomas de Sporothrix spp., epitopos de célula B para producao de peptideos;

- Sintetizar, produzir e verificar a reatividade de peptideos preditos por bioinformatica
utilizando testes in vitro;

- Desenvolver um ELISA indireto com peptideos sintéticos para deteccdo de
imunoglobulina G (IgG) e imunoglobulina M (IgM) para diagnéstico precoce da esporotricose
em gatos domésticos (Felis catus).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Esporotricose

A esporotricose € uma micose de implantacdo, subcutanea granulomatosa de curso
agudo a cronico que acomete animais e humanos. Possui distribuicdo mundial com maior
ocorréncia em regides de clima tropical e subtropical, sendo a maioria dos casos relatados na
Africa, Asia e América Latina, e 0s maiores surtos descritos dessa doenca com ocorréncia na
China, Jap&o, Peru e Brasil (MORA-MONTES et al., 2015; BONIFAZ; TIRADO-SANCHEZ,
2017; QUEIROZ-TELLES; BUCCHERI; BENARD, 2019).

Ha pouco mais de um século, a esporotricose era atribuida a um unico agente,
denominado Sporothrix schenckii. Com o avanco da biologia molecular, analises usando
sequéncias genéticas especificas como a quitina sintase, B-tubulina e calmodulina, diretamente
aplicadas as pesquisas em taxonomia de fungos, além de andlises filogenéticas e também
através de analises fisioldgicas, descobriu-se que o agente S. schenckii € na verdade um grupo
de espécies que, apesar de semelhantes, apresentam diferencas morfoldgicas e fisioldgicas entre
si (MARIMON et al., 2007; BONIFAZ; VAZQUEZ-GONZALEZ, 2010; BARROS; PAES;
SCHUBACH, 2011, RODRIGUES; HOOG; CAMARGO, 2013; CHAKRABARTI et al.,
2015; RODRIGUES, 2015). Este grupo compreende 51 tdxons, divididos em um clado clinico,
onde estdo os principais fungos patdgenos humanos, incluindo Sporothrix brasiliensis, S.
schenckii, S. globosa e S. luriei, e um clado ambiental, composto por outras espécies, como S.
candida, S. pallida, S. inflata, S. chilensis, S. mexicana e S. gossypinum (OROFINO-COSTA
etal., 2017).

As espécies pertencentes ao género Sporothrix sdo do filo Ascomycota. Além disso,
sdo fungos termodimorficos, ou seja, apresentam uma forma micelial saprofita e uma forma
leveduriforme parasitaria. A primeira forma é encontrada no meio ambiente, podendo também
ser obtida através de isolamento laboratorial ao incubar o fungo a 25°C - 28°C em meio SDA,;
ja a forma leveduriforme pode ser obtida em laboratério ao inocular o fungo em meio BHI
incubado a 35 - 37°C. Em geral, os fungos em sua forma micelial apresentam hifas finas e
hialinas, septadas e ramificadas, contendo conidios de 2 a 4 um, afunilados, dispostos em
arranjo em “forma de flor”, podendo, também, apresentar-se separados dos conidioforos e
dispostos lado a lado seguindo bilateralmente ao longo da hifa e conidios sésseis. A forma

leveduriforme € pleomdrfica, com células alongadas a ovais, medindo entre 2 ¢ 5 um de
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diametro (MARIMON et al., 2007; DE LIMA FRANCO et al., 2012; MORA-MONTES et al.,
2015).

3.2 Histdrico e Distribuicdo Mundial

O ambiente, solo, plantas espinhosas, musgos e até animais sdo descritos como
reservatorios dos fungos pertencentes ao género Sporothrix. Ramires-Soto et al. (2018)
realizaram um estudo epidemioldgico de amostras ambientais sendo as fontes: folhas verdes e
secas, flores, detritos lenhosos, folhas de junco, madeira, pés de milho e palha de milho para
uso como aquecimento. Na pesquisa, os autores identificaram 212 registros de Sporothrix spp.
ambientais isolados de regifes ou provincias da Africa do Sul, Alemanha, Argentina, Austria,
Brasil, Chile, China, Espanha, Estados Unidos, Holanda, india, Israel, Italia, México, Uruguai
e Venezuela. No referido estudo, o maior nimero de isolados foi proveniente do México. Seis
espécies foram identificadas, sendo estas Sporothrix schenckii, S. pallida, S. brasiliensis, S.
globosa, S. chilensis e S. mexicana.

Uma vez que os fungos do género Sporothrix sdo encontrados no ambiente em regides
endémicas, a esporotricose esta associada a infeccao acidental do hospedeiro através de plantas,
solo ou matéria organica vegetal contaminados (sapronose) (BARROS et al., 2004; DE
ALMEIDA et al., 2018).

Agricultores, jardineiros e pessoas que desenvolvem atividades diretas com material
vegetal e solo sdo acometidos quando ocorre a inoculagdo traumatica do fungo ao realizarem
suas atividades ocupacionais (FERNANDES et al., 2009). J& na China, o maior nimero de
casos esta relacionado a acidentes durante a plantagdo de milho ou utilizagdo de palha de milho
como aquecimento durante o inverno (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011; SONG et al.,
2013). Na América do Sul foi relatado um grande foco na regido Andina no Peru, no entanto, é
0 Brasil que detém o maior nimero de casos devido a epidemia relacionada a transmissao
zoonotica da doenca (BONIFAZ; TIRADO-SANCHEZ, 2017).

A esporotricose foi descrita pela primeira vez em 1898, no hospital John Hopkins, em
Baltimore, Estados Unidos da América (EUA). Desde entdo, a doenca foi relatada na América
do Norte, Extremo Oriente e Europa, especialmente na Franca, e hoje € vista como a micose
mais prevalente na América Latina (BARROS et al., 2004; MORA-MONTES et al., 2015) As
principais &reas endémicas, atualmente, estdo concentradas no Japdo, na América do Norte e
do Sul, especialmente México, Brasil, Peru, Uruguai e Coldémbia (BARROS et al., 2004;
SCHUBACH et al., 2004; MORA-MONTES et al., 2015).
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Chakrabarti et al. (2015) e Rodrigues et al. (2020) realizaram um estudo sobre os focos
de epidemia, os padrdes de infeccdo bem como a distribuicdo do microrganismo em todo o
mundo. No continente africano foi relatada a doenca nas provincias de Gauteng, Pretoria,
Botsuana e Mpumalanga. Na Africa do Sul, Quintal (2000), relatou cerca de 3000 casos de
esporotricose ndo zoondtica em mineiros, uma vez que a madeira utilizada como viga nas minas
estava contaminada com o fungo, sendo essas infeccGes atribuidas a espécie S. schenckii. Houve
também relato de um pequeno surto de esporotricose em trabalhadores que manuseavam
“tijolGes” na regido de Pretoria de 1959 a 1961. Desde 1914, seu primeiro relato no pais, casos
de esporotricose vem sendo regularmente relatados na Africa do Sul. Varios casos isolados
também foram relatados no Zimbabue, Nigéria e Suddo. Houve relato de um surto em 2011 da
esporotricose em uma mina de ouro na regido nordeste da Africa do Sul sendo atribuida a
espécie S. schenckii e S. mexicana foi isolado de amostras ambientais. O mapeamento de casos
na Africa é escasso uma vez que existem poucos laboratorios de micologia no continente
(PUPER; PULLINGER, 1927; FINDLAY, 1969; GUMAA, 1978; ROSS; GELFAND, 1978;
JACYK; LAWANDE; TULPULE, 1981; VISMER; HULL, 1997; QUINTAL, 2000;
CHAKRABARTI et al., 2015; GOVENDER et al., 2015).

Na Oceania os relatos da doenca ocorreram na Australia, sendo os casos relatados na
parte leste e oeste do pais. Houve relatos da doengca em mochileiros em Queensland que tiveram
contato com feno mofado. A esporotricose também foi descrita em New South Wales. A doenga
na Australia foi mais estudada durante um surto na regido oeste do pais, no qual a fonte principal
de infeccdo foi descrita como sendo feno contaminado. A utilizacdo de tipagem molecular por
eletroforese e analise de micro restricdo comprovaram que os isolados clinicos e o feno
pertenciam a mesma espécie e cepa de fungo. Foi comprovado, também, que os isolados do
oeste do pais eram diferentes dos isolados da parte leste do pais. O surto foi controlado apds
recomendacgédo de uso de protecdo e camisas de manga longa ao manusear feno (CONIAS;
WILSON, 1998; PINN, 1998; O’REILLY; ALTMAN, 2006; FEENEY et al.,, 2007;
SIVAGNANAM et al., 2012; CHAKRABARTI et al., 2015).

No continente asiatico houve relatos no Japao, China e india. No Jap&o, os casos foram
atribuidos as espécies S. schenckii e S. globosa ap6s analises de polimorfismo de comprimento
de fragmento de restricdo (RFLP) do acido desoxirribonucleico mitocondrial (mtDNA). A
esporotricose cutanea era a mais frequente, tendo mais de 2500 casos relatados entre 1946 e
1982, porém, atualmente, a esporotricose € bastante rara, sendo observados apenas alguns casos
na ilha de Kyushu. Essa diminui¢do na incidéncia foi atribuida as mudancgas nas praticas

agricolas, nas quais os trabalhadores ndo precisam mais ter contato direto com o solo
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(FUKUSHIRO, 1984; ISHIZAKI; KAWASAKI, 2000; MOCHIZUKI; ANZAWA, 2011,
CHAKRABARTI et al., 2015; RODRIGUES et al., 2020).

Na China, a esporotricose foi relatada em todas as provincias, sendo a maior incidéncia
na provincia de Jilin. O primeiro relato clinico da doenca foi em 1916 por Xinde Diao € 0
primeiro relato comprovado por cultura ocorreu em Xangai em 1951 por Guolian Yang (SONG
etal., 2013; CHAKRABARTI et al., 2015). Os fungos foram isolados em pés de milho e galhos
secos, uma vez que, na China, durante o inverno, € comum o uso de palha como forma de
aquecimento, o que colabora com a alta incidéncia de casos de esporotricose durante 0s meses
de inverno. Em um estudo realizado em esporotricose infantil, a doenca foi associada ao uso de
palha de milho durante o inverno. Entre 1995 e 1996 houve relato de surto de esporotricose
associado a aplicacdo de injecdo intramuscular em uma aldeia, acometendo 87 pessoas na regido
de Shibei. As manifestacdes clinicas ocorreram no local de aplicacdo. Entre 1991 e 1993 mais
de 400 pessoas contrairam esporotricose apds enchentes que acometeram o pais, os relatos
comegcaram a ocorrer de trés a seis meses apds o desastre, e todos 0s pacientes relataram contato
com junco trazido pelas inundacdes, no qual posteriormente foi isolado Sporothrix sp. dessa
fonte de vegetais. A maioria dos casos esta relacionada a forma cutanea localizada da doenca e
a espécie prevalente no territorio chinés € S. globosa. (L1 et al., 1995; LIU et al., 2003; YANG;
LI; YAO, 2005; KONG et al., 2006; ZHANG et al., 2011; TAN et al., 2013; YU et al., 2013;
LIU; ZHANG; ZHOU, 2014; CHAKRABARTI et al., 2015; RODRIGUES et al., 2020).

O primeiro caso da doenca na india foi relatado em 1932 por Ghosh (GHOSH, 1932).
A esporotricose é considerada prevalente em todo territério indiano, sendo mais comum na
regido sub-Himalaia no norte, alguns estados na regido nordeste e alguns casos ao sul de
Karnataka (CHAKRABARTI et al., 1994; SCHUBACH et al., 2005; MEHTA et al., 2007;
CHAKRABARTI et al., 2015) Na india, S. globosa também foi atribuida ao maior niimero de
casos, tendo alguns relatos esporadicos atribuidos a S. luriei acometendo principalmente
agricultores e pessoas que trabalhavam com horticultura (PADHYE et al.,1992; GHOSH et al.,
1999; CHAKRABARTI et al., 2015).

No continente europeu a esporotricose é considerada rara. Ha relatos de alguns nichos
na Italia e na regido do mediterraneo de 1962 a 1992, sendo S. schenckii a espécie responsavel
pelo maior numero de casos e S. luriei relatado em menor frequéncia na Italia. Relatos mais
recentes ocorreram na Calabria e na Sicilia na regiéo sul do pais entre 2007 e 2008, incluindo
o relato da doenca em um céo de caca da raga braco-italiano, que apresentou a forma cutanea
disseminada da doenga (ALBERICI et al., 1989; CAFARCHIA et al., 2007; CRISEO et al.,
2008; CHAKRABARTI et al., 2015). Ocorreram apenas 16 relatos entre 1911 e 1968 nas ilhas
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britdnicas. Na Franca, houve grande nimero de relatos de Sporothrix spp. durante a Grande
Guerra, posteriormente, a incidéncia da doenca diminuiu drasticamente, tendo alguns relatos
em pequenos mamiferos durante uma pesquisa, € um caso em um homem cujo trabalho o
predispunha ao contato direto com solo (SYMMERS, 1968; MARIAT, 1975; MAGAND et al.,
2009; CHAKRABARTI et al., 2015). Houve dois casos relatados em Barcelona, Espanha. Em
Portugal foi isolado S. mexicana em um homem que realizou uma viagem a Malasia e foi
relatado um caso autdctone causado por S. globosa (VENTIN et al., 1987; DIAS et al., 2011,
DE OLIVEIRA et al., 2014; CHAKRABARTI et al., 2015).

Nas Americas a esporotricose foi relatada em paises da América do Norte, Central e
América do Sul. Em 1988 houve um surto nos EUA, no qual foram registrados 84 casos em 15
estados diferentes, sendo 0s casos associados a contaminacdo de musgos usados em pinheiros.
Outro surto da doenca foi relatado em 1997, este relacionado ao feno (DOOLEY; BOSTIC;
BECKIUS, 1997; CHAKRABARTI et al., 2015; RODRIGUES et al., 2020).

No México, a esporotricose ocorre principalmente nas regies de clima tropical e com
alta umidade, sendo a maior ocorréncia nos estados Jalisco e Puebla. Os pacientes deste local
relataram o inicio da doenca apds traumas durante 0 manuseio de plantas e acidentes com
roedores, como camundongos, ratos e esquilos. Analises moleculares atribuiram cerca de 90%
dos casos no México a S. schenckii, e em menor grau, S. globosa e S. mexicana (CAMPOS;
ARENAS; CORONADO, 1994; MAYORGA; TARANGO; BARBA-RUBIO, 1999;
MACOTELA-RUIZ; NOCHEBUENA-RAMOS, 2006; GARCIA-VARGAS; MAYORGA;
SOTO-ORTIZ, 2008; BONIFAZ; VAZQUEZ-GONZALEZ, 2010; CHAKRABARTI et al.,
2015).

Casos também foram relatados na Venezuela e Chile relacionados a acidentes durante
atividades agricolas. No Uruguai e Argentina, a caca aos tatus tem sido associada a
esporotricose. Houve ainda, relatos isolados na Costa Rica, Guatemala, Honduras e Nicaragua
(MAYORGA et al., 1978; VIDAL; RODRIGUEZ-DE-KOPP, 1993; ALVES et al., 2010;
BONIFAZ; VAZQUEZ-GONZALEZ, 2010; MATA-ESSAYAG et al, 2013;
CHAKRABARTI et al., 2015).

No Brasil, a epidemiologia da doenca tem sido bastante estudada, uma vez que a via
classica de infeccdo, definida por ser a infeccao do hospedeiro atraves da inoculagéo traumatica
apos 0 manuseio de solo e/ou material organico contaminado, foi a principal via de infeccéo ate
meados dos anos 1990. Apos, a via alternativa de transmissdo, descrita por transmissdo
envolvendo arranhaduras e/ou mordeduras de animais infectados, se tornou a principal forma

de contagio. Desde sua primeira descri¢cdo em 1907 por Lutz e Splendore em ratos naturalmente
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infectados nos esgotos da cidade de Sdo Paulo, o nimero de casos no Brasil vém aumentando
gradualmente nos ultimos anos. Embora o primeiro relato de transmissdo zoondtica da
esporotricose tenha ocorrido em 1950, segundo Almeida e colaboradores (1955), até meados
da década de 90 essa via alternativa de infeccéo era considerada esporadica. Apos esse periodo,
a via que apresenta o gato doméstico como principal agente comecou a ser relatada no estado
do Rio de Janeiro em pacientes que contrairam esporotricose apos acidentes com felinos
domeésticos, sendo o agente infeccioso, Sporothrix sp. isolado das garras e cavidade oral desses
animais (CHAKRABARTI et al., 2015, RODRIGUES et al., 2020). Atualmente, no Brasil,
houve relatos da esporotricose humana em 25 dos 26 estados, sendo alguns estados ja
considerados como areas endémicas, com 0s casos mais graves registrados em pacientes
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). As regides Sul e Sudeste do Brasil se
destacam pela transmissdo zoondtica da doenca, enquanto nas demais regides 0s casos ainda
ocorrem pela transmissdo acidental, sem a participacio do gato na cadeia de transmissdo. E
dificil estimar a real magnitude da epidemia desta doenca no Brasil, uma vez que apenas alguns
estados e municipios possuem notificacdo obrigatéria (SCHECHTMAN et al., 2022) (FIGURA
1).

FIGURA 1 - Expansio da esporotricose humana e felina nos Gltimos anos. A) Areas com
relatos de esporotricose humana no Brasil. B) Areas com registros de surtos de esporotricose

felina no Brasil.
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Nas regides Sul e Sudeste houve relatos da transmissdo zoondtica nos estados de S&o
Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Minas Gerais (RODRIGUES et al., 2020). As
ocorréncias ja ultrapassam 8.000 casos no Rio de Janeiro, tanto em humanos quanto em
animais. Tal fato tem sido considerado, nesse estado, uma hiperendemia de longa duracéo.
Curiosamente, os casos relacionados a transmissdo zoonoética tém como principal agente a
espécie S. brasiliensis, sendo também citada como a mais virulenta. Em felinos domésticos, a
espeécie S. brasiliensis foi relatada em 96,5% dos casos estudados no estado do Rio de Janeiro,
sendo esse achado também em humanos, o que confirma a associagédo da espécie S. brasiliensis
com a transmiss@o zoonética da doenca (QUEIROZ-TELLES; BUCCHERI; BENARD, 2019;
SCHECHTMAN et al., 2022).

No contexto de hiperendemia que ocorre no estado do Rio de Janeiro relacionada a
transmisséo zoondtica, o perfil de humano infectado mudou. Enquanto a via classica acometia
um grupo de profissionais, principalmente pessoas que lidam diretamente com matéria organica
e solo, como agricultores e jardineiros, a transmissdo zoonotica acomete principalmente pessoas
que lidam diretamente com animais, como responsaveis pelos animais, médicos veterinarios e
agentes de salde publica. Fato é que a via alternativa de infeccdo se tornou um problema de
salde publica, ganhando atencdo da comunidade médica, médica veterinaria e demais
profissionais de saide (SCHECHTMAN et al., 2022).

O paradigma epidemiol6gico mudou da via de infecgdo classica para a via alternativa
no Brasil, porque os felinos domeésticos passaram a desempenhar um papel importante na
transmissdo e na manutencdo das espécies do género Sporothrix no ambiente (BONIFAZ;
TIRADO-SANCHEZ, 2017). O gato é apontado como o principal mantenedor da doenca, uma
vez que seu potencial transmissor é consideravel. Isso se d& em parte, pelo habito dos felinos
de afiarem as garras em arvores, onde adquirem o fungo sob as unhas e cavidade bucal podendo,
assim, transmiti-lo na arranhadura ou mordedura que inoculam grande quantidade de carga
fangica no hospedeiro. Outras vias de infecco relatadas se ddo através de aerossois proveniente
de espirros ou contato direto de pele lesionada com a ferida de animais infectados, uma vez que
os felinos apresentam grande quantidade de organismos fungicos em suas lesdes (BARROS et
al., 2004; CARLOS et al., 2009; MONTENEGRO et al., 2014; DE ALMEIDA et al., 2018;
RODRIGUES et al., 2020). Com os gatos domésticos ganhando papel importante na cadeia de
transmissdo da doenca, assim como sua manutencao no ambiente, a esporotricose se tornou um
enorme problema de salde publica, sendo um risco para humanos e outros animais que tenham
contato com esses felinos infectados. O perfil epidemiolégico em casos humanos, mudou de

pessoas que sofriam acidentes ao manusear matéria organica contaminada com 0s
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microrganismos, para uma doenca ocupacional de médicos veterinarios, tratadores de animais,
protetores que resgatam e cuidam de felinos domésticos doentes (PAIVA et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2020).

3.3 Transmissdo, Manifestagdes Clinicas e Tratamento

A principal via de transmissdo da esporotricose se da pela inoculacdo traumatica do
fungo na pele do hospedeiro, sendo necessario que ocorra lesdo no momento da inoculacéo ou
que o contato seja com uma lesdo pré-existente. Raramente a transmisséo ocorre por inalagcdo
de conidios, 0 que levaria a forma sistémica da doenca, principalmente em hospedeiros
imunocomprometidos. A via de transmissao, o status imune do hospedeiro e as particularidades
da espécie determinam a manifestacdo clinica da doenca (DE LIMA FRANCO et al., 2012;
ZHOU; RODRIGUES; FENG, 2013; CARNERO et al., 2018; SANTOS et al., 2018).

A esporotricose possui uma ampla variedade de manifestacGes clinicas, podendo
apresentar-se na forma cutanea localizada, cutanea disseminada, linfocutanea, extracutanea e
sistémica (MIRANDA et al., 2016; CARNERO et al., 2018).

Na forma cuténea localizada o fungo permanece no local de inoculagcdo, em tecido
cuténeo e subcutaneo, sendo caracterizada por lesdo Unica, que se inicia com uma papula ou
pustula que aumenta de volume e adquire formato nodular, firme e em alguns casos
concomitantemente acontece alopecia local. Esse nédulo posteriormente ulcera, expondo uma
base granular e necrética (CARLOS et al.,, 2009). Na forma cutdnea disseminada, as
nodulacbes e ulceragdes aparecem em varios locais no corpo, podendo ocorrer por
disseminacdo da propria doenca, por multiplas lesdes primarias ou por multiplas lesdes auto
infringidas pelo hospedeiro ao se cogar ou se lamber, no caso de animais infectados. Em geral,
a forma cuténea disseminada esta associada a imunossupressdo. Na forma linfocutanea a leséo
inicia no local de inoculagédo traumatica, apresentando-se como um nodulo Unico, sendo o fungo
carreado para o sistema linfatico. Primeiramente ocorre uma infecgdo local, provocando uma
cadeia de nodulagbes ao longo de todo o vaso linfatico do hospedeiro, exibindo uma
caracteristica de lesdo em “rosario”. A forma extracutanea e sistémica, assim como a cutanea
disseminada foram relatadas em pacientes humanos imunossuprimidos. A forma extracutanea
estd associada a lesdes pulmonares e vias aéreas superiores devido a inalacdo de grande
guantidade de conidios. A forma disseminada esta relacionada a invasdo do fungo em tecidos

adjacentes a lesdo inicial, além do acometimento de drgdos, articulacdes e ossos (WELSH,
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2003; CARLOS et al., 2009; LOPEZ-ROMERO et al., 2011; SASSA et al., 2012; CARNERO
etal., 2018).

No passado, as infeccGes eram, em sua maioria, limitadas a forma cutanea, entretanto,
nos ultimos anos estdo sendo descritas formas mais graves da doenca em individuos
imunossuprimidos e em individuos com diminuicdo da resposta inflamatoria (DE LIMA
FRANCO et al., 2012). Nos seres humanos, assim como em outras espécies animais, a principal
via de infeccdo é a cutanea por lesdo traumatica com material contaminado pelo fungo ou por
arranhdes e mordidas de animais infectados. Devido a habitos e a biologia de cada tipo de
animal, as manifestacdes variam predominantemente de acordo com a espécie infectada
(CARNERO et al., 2018).

As opc¢oes de tratamento para a esporotricose felina sdo: o uso de antifingicos orais,
como itraconazol, fluconazol, anfotericina B e terbinafina; o uso de iodeto de potassio, sendo
esta uma excelente opcdo em casos resistentes ao tratamento com itraconazol, porém seu uso
em felinos deve ser monitorado devido a sensibilidade natural da espécie; e, ainda, op¢cdes como
remocao cirdrgica, termoterapia local e crioterapia também, quando a area atingida permitir o
uso de tais abordagens (REIS et al., 2012; PEREIRA et al., 2014; PEREIRA et al., 2018;
SANTOS et al., 2018)

Outro fator de atencdo pode ser relacionado ao tempo prolongado de tratamento, uma
vez que, dependendo do acometimento da doenga no animal, este pode durar meses; dificuldade
na administracdo de medicacdo via oral em felinos, principalmente animais de vida livre que
possuem pouco contato com seres humanos; custo elevado de medicamentos; e o risco da
pessoa que manuseia 0 animal e outros animais contactantes de se contaminarem, uma vez que
0 animal contaminado continua transmitindo a doenca durante o periodo de tratamento; além
do descarte inadequado de carcagas quando ocorre o 6bito, sdo entraves que dificultam a adesdo
de responsaveis pelos animais ao tratamento e a cura do animal, além disso, a doenca ainda
pode apresentar recidivas, o que torna importante o papel do médico veterinario na
conscientizacao dos responsaveis pelos animais e na implantacdo de politicas publicas para o
controle da doenca (SCHUBACH et al, 2004; GREMIAO et al., 2006; PEREIRA et al., 2014).

3.4 Esporotricose nas Espécies Animais
Fungos do género Sporothrix ja foram isolados causando doenga em diversas espécies,

como equinos, felinos, caninos, bovinos, golfinhos, roedores, suinos, camelos, primatas e no

homem (ALMEIDA et al., 2018). Embora possuam diversas apresentacdes, em algumas
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espécies a esporotricose tem uma apresentacdo clinica predominante. Em humanos, a forma
linfocutanea é a mais relatada, seguida pela forma cuténea localizada e em raros casos a forma
cutanea disseminada e extracutainea (MORA-MONTES, 2018; QUEIROZ-TELLES;
BUCCHERI; BENARD, 2019).

Migaki et al. (1978) relataram uma linfangite necrosante causada por S. schenckii em
golfinho do pacifico (Lagenorhynchus obliquidens) que vivia em cativeiro por trés anos, a
confirmacdo da doenca se deu por analise histopatoldgica e técnicas de imunofluorescéncia.
Em primatas, a esporotricose apresenta principalmente a forma cutanea localizada, causando
nddulos cutaneos Unicos que ocasionalmente ulceram, principalmente em extremidades dos
membros (BERNSTEIN; DIDIER, 2009). Lutz e Splendore (1907) relataram esporotricose em
ratos (Mus decumanus), que era constituida por lesdes unicas em base de cauda e em regido de
tarso. Em geral, apresenta-se como lesdo Unica na pele, em raros casos houve nodulacdo com
posterior fistulagdo. Os autores foram capazes de isolar Sporothrix sp. de mucosa oral de ratos
naturalmente infectados e sadios, e relatam a possibilidade da esporotricose acometer aves,
répteis e anfibios.

Em equinos e muares, as lesbes costumam aparecer de um a trés meses apos a
inoculacdo traumatica do fungo em sua forma filamentosa na pele. Em geral, as lesdes
permanecem restritas a pele ou acometendo a cadeia linfatica adjacente, apresentando a forma
cutanea localizada ou linfocutanea. A doenca foi descrita acometendo principalmente os
membros e regido abdominal dos equinos, uma vez que sao locais com maiores riscos de lesdes
(CAFARCHIA; FIGUEREDO; OTRANTO, 2013). Boscarato et al. (2016) relataram um caso
de esporotricose em um equino da raca quarto de milha de trés anos de idade. O animal
apresentou lesdes nodulares de evolugdo em quatro meses na regido peitoral, lateral do térax e
abdome, e nos membros pélvicos. Houve acometimento da cadeia linfatica adjacente e
formacdo de lesdo em rosario. Piratininga (1943) relatou um caso de esporotricose em um muar
de 10 anos de idade, o animal apresentava inimeras lesées nodulares, sendo algumas ulceradas,
na regido de peito, porcdo inferior esquerda do torax, face interna do antebrago esquerdo, ventre,
prepucio e face interna dos membros posteriores.

Assim como em equinos, a esporotricose cutanea também é a forma mais comum em
bovinos, e em raros casos podem apresentar-se na forma extracutanea. Humphreys e Helmer
(1943) relataram um caso de esporotricose pulmonar em um bovino da raca Hereford, as lesdes
caseosas foram observadas em necropsia e acometiam todo o pulmdo. A confirmagdo da

esporotricose nesse bovino foi por isolamento do agente em meio Agar Sabouraud.
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Em cdes, a esporotricose é considerada pouco prevalente, sendo a forma cuténea
localizada a apresentacdo clinica mais encontrada, principalmente em regido de focinho, orelha,
cabeca e tronco (FIGURA 2). Em geral, a esporotricose nesses animais é decorrente de
acidentes com gatos, caca, plantas e ao cavar buracos em terra. Em alguns casos essa lesdo pode
se apresentar como uma massa nhas vias aereas superiores (SOUZA et al., 2009;
MASCARENHAS et al., 2018). Souza et al. (2009) relataram esporotricose em um cao da raga
boxer de seis anos de idade, o animal apresentava uma massa no focinho e dificuldade
respiratoria, o diagnostico de esporotricose foi dado por exame histopatolégico de bidpsia da
massa. Mascarenhas et al. (2018) realizaram um estudo em 15 animais atendidos entre 2014 e
2015 no Rio de Janeiro, Brasil, 0s animais em sua maioria, apresentavam lesdes na cabega e,
principalmente, plano nasal. Nesse mesmo estudo trés animais apresentaram a forma
linfocutanea, com lesdes que se iniciaram nos membros e se propagaram para a cadeia linfatica
no tronco e cabega, outros trés animais apresentaram a forma disseminada da doenca,
apresentando sinais respiratorios, anorexia e perda de peso. Andrade et al. (2022), relataram a
doenca em um cdo macho, sem raca definida, no estado de Minas Gerais, Brasil, apds um surto
domiciliar. O animal apresentou lesbes ulceradas e crostosas na regido da cabeca, dois meses
apos o contato com um felino contaminado que vivia ha mesma casa. Nesse relato, o agente
etioldgico foi S. brasiliensis, confirmado através da técnica de PCR. O céo, uma mulher de 37
anos responsavel pelos animais, e mais um felino contactante foram diagnosticados com

esporotricose.

FIGURA 2 - Esporotricose em cdo, Pastor alem&o. A) Multiplas lesbes em regido de focinho

B) Lesdo Unica ulcerada em membro toracico direito.

FONTE: Pinto et al., 2019
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Felinos domésticos foram os principais animais acometidos pela esporotricose nos
ultimos anos. Isso se deu principalmente pelo aumento de casos dessa doenga no Brasil na qual
a forma de transmissao zoonotica, tendo o gato como principal agente dispersante mantenedor
da doenca, vem acontecendo nas ultimas décadas. Em felinos, a forma cuténea disseminada é a
mais comum, seguida de cutanea localizada e em raras ocasides ocorrem as outras formas da
doenca (FIGURA 3). No gato, o periodo de incubacdo da doenca varia de trés a 84 dias, com
média de 21 dias (SANTOS et al., 2018).

E comum a ocorréncia de lesdes exsudativas de evolucao rapida, em geral em regido
cefalica, auricular, plano nasal e em membros. Nesses animais também pode acontecer a
formagao de massa no focinho, acometendo narinas e vias aéreas superiores, que posteriormente
ulcera expondo material granulomatoso e necrético (SILVA et al., 2015).

Em um estudo realizado por Almeida et al. (2018), em 100 felinos, 65% apresentaram
lesBes Unicas, 34% apresentaram a forma cutanea disseminada e 39% dos casos apresentaram
comprometimento das vias aéreas superiores com edema de plano nasal. Embora sejam
consideradas apresentacdes clinicas raras, as formas extracutanea e disseminada também foram
relatatas em felinos domésticos por Franceschi et al. (2018). No referido estudo, um gato
mestico de cinco anos, chegou ao hospital veterinario apresentando aumento de volume em
membro posterior esquerdo. Ao exame foi avaliado que se tratava de uma massa firme e
dolorosa, na radiografia revelou lise 6ssea e proliferacdo de peridsteo, além de aumento de
volume de tecidos moles. Os fragmentos recolhidos da lesdo foram semeados em agar
Sabouraud acrescido de cloranfenicol e cicloheximida onde houve o crescimento e isolamento
do fungo S. brasiliensis; a confirmacdo da espécie causadora da infeccdo se deu por analises
moleculares da cultura.

Apesar de casos mais graves da esporotricose serem descritos em animais
imunossuprimidos, em gatos a gravidade do quadro ndo apresenta associagdo com animais
positivos para FIV (virus da imunodeficiéncia felina) e FeLV (virus da leucemia felina)
(RODRIGUES et al., 2020). Os felinos domeésticos podem apresentar quadros de infeccdo
aguda a subclinicas, e o fungo pode se disseminar por meio de autoinoculag¢éo enquanto o felino
se coca ou se lambe, e desse modo o fungo consegue colonizar unhas e cavidade oral, incluindo

de animais que ndo apresentam lesdes aparentes (SANTOS et al., 2018).
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FIGURA 3 - Esporotricose em gato. A) Lesdo Unica, nodular, ndo ulcerada em regido de
focinho (seta) B) Forma cutanea disseminada em regido de face.

FONTE: Pinto et al., 2019

As manifestacdes clinicas dependem de uma série de fatores, como a viruléncia da
cepa, a quantidade de indculo, profundidade de inoculagéo e resposta imune do hospedeiro (DE
ALMEIDA et al., 2018; QUEIROZ-TELLES; BUCCHERI; BENARD, 2019).

3.5 Imunidade na Esporotricose

3.5.1 Fatores de viruléncia

E relatado que os fatores de viruléncia de fungos do género Sporothrix estdo
relacionados com as manifestacdes clinicas da doenca, porém estes ainda ndo estdo bem
esclarecidos (WELSH, 2003; CARNERO et al., 2018). As estirpes de S. schenckii sempre
demonstraram uma grande diferenca na viruléncia, permanecendo incerto se essas diferencas
eram atribuiveis as diferentes espécies do género ou a diferentes isolados da mesma espécie.
Ha relatos que em modelo murino imunocompetentes, a especie S. brasiliensis demonstrou ser
a mais virulenta, provocando maior taxa de mortalidade, dano tissular e apresentando maior
disseminacdo sisttmica quando comparado com as espécies S. globosa e
S. Mexicana (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al. 2009).

Um dos principais mecanismos de viruléncia é a diferenciacdo de morfologia celular,

entre a forma micelial e a forma de levedura. Essa alteracdo € regulada por uma
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histidinaquinase, é a capacidade do fungo de alterar sua morfologia dependendo do ambiente
que se encontra que permite sua sobrevivéncia tanto no ambiente quanto em parasitismo
(LOPEZ-ROMERO et al., 2011; TELLEZ et al., 2014).

Outro fator importante para a sobrevivéncia do fungo no hospedeiro é a
termotolerancia. Em geral as cepas de Sporothrix spp. crescem bem em uma meédia de
temperatura de 23°C a 37°C. J4 foi relatado que algumas cepas ambientais de fungos do género
Sporothrix ndo conseguem se adaptar a temperaturas superiores a 35° C e, portanto, ndo
conseguem causar infeccdo em hospedeiros que mantenham a temperatura corporal entre 36°C
e 38°C. Os fungos do género Sporothrix também possuem a capacidade de crescer e multiplicar
em uma ampla faixa de pH (potencial hidrogenionico), sendo o morfismo micelial capaz de
sobreviver na faixa de pH 3,0 a 12,5 e o morfismo de levedura entre pH 2,4 a 9,5 (GUZMAN-
BELTRAN et al., 2012; MIRANDA et al., 2016; DE ALMEIDA et al., 2018).

A produgdo de melanina é relatada como um importante fator de viruléncia para muitos
fungos patogénicos, incluindo fungos causadores da esporotricose. Essa producao foi observada
tanto em células de conidios quanto em leveduras, sendo mantida em uma ampla faixa de pH.
A producdo de melanina na espécie se da pela via do pentacetideo 1,8-di-hidroxinaftaleno
(DHN) e L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) nos conidios, mas o0 mecanismo de producdo
nas hifas ainda ndo esta bem esclarecido, porém em S. brasiliensis e S. globosa foi observada a
producdo de melanina pela via da L-tirosina na fase estacionaria da forma micelial e levedura.
A producdo de melanina é variavel entre as diferentes espécies e isolados de Sporothrix spp. e
é relatado que os isolados melanizados causam infeccdo mais facilmente do que os que
produzem baixa quantidade de pigmento.

Um estudo realizado por Nascimento e Almeida (2005) demonstrou que células de
leveduras cultivadas em meio infusdo de cérebro e coracdo se mostraram altamente virulentas
e revelaram uma alta expressdo de melanina na parede celular. As células de leveduras podem
produzir melanina in vitro e durante a infeccdo em mamiferos (LOPES-BEZERRA et al., 2018).
Esse pigmento permite a sobrevivéncia da célula fingica durante a fagocitose, além de proteger
dos agentes oxidantes derivados de nitrogénio e do antifungico anfotericina B. Outro fator de
viruléncia sdo as proteinas transportadas por vesiculas, como a glucanase extracelular, que
induz a lise de macréfagos e outras células do hospedeiro (TELLEZ et al., 2014; ALMEIDA-
PAES et al., 2015).

Sporothrix spp. conseguem produzir superéxido dismutase (SOD), que permite a
sobrevivéncia frente ao estresse oxidativo (TELLEZ et al., 2014). As espécies reativas de

oxigénio sdo produzidas por celulas fagociticas durante a infeccdo sendo utilizadas pelo



34

organismo como agentes oxidantes citotoxicos. O perdxido de hidrogénio (H20.) e o ion
superoxido (O2") podem funcionar como agentes citotoxicos ou formar outras moléculas
toxicas, como o radical hidroxil ("OH), &cido hipocloroso (HCIO) e perdxinitrito na presenca
de espécies de nitrogénio (CARLOS et al., 2009).

Os fungos do género Sporothrix também sdo capazes de produzir enzimas que ajudam
a invadir o tecido cutaneo do hospedeiro, como protease | e adesinas que sdo responsaveis pela
ligacdo da levedura a matriz da derme. A principal adesina relatada € uma glicoproteina
conhecida como Gp70 que possui 70kDa. A espécie S. brasiliensis possui uma isoforma dessa
glicoproteina de 60kDa, que esta ausente em cepas ambientais ndo patogénicas. A Gp70 e Gp60
sdo expressas em grande quantidade em fungos patogénicos, sdo altamente imunogénicas e
detectadas em soros de camundongos infectados experimentalmente com cepas virulentas de
fungos do género Sporothrix (DE BEER et al., 2003; CASTRO et al., 2013).

Esses fatores de viruléncia ndo s6 permitem a sobrevivéncia e adaptacao do fungo ao
meio em que se encontram como também permite a sua evasao do sistema imune do hospedeiro.
O conhecimento desses fatores possibilita entender as diferencas de patogenicidade e de lesGes

causadas nos hospedeiros pelos diferentes isolados de Sporothrix (TELLEZ et al., 2014).

3.5.2 Imunidade inata e adaptativa

Para que ocorra a infeccdo e a interacdo patdgeno-hospedeiro, o fungo primeiro
necessita vencer as barreiras naturais como pele e mucosas. Embora os fungos do género
Sporothrix produzam enzimas e adesinas capazes de lesionar células e fixar-se no tecido do
hospedeiro, ndo houve relato na literatura da penetracao espontanea do fungo, sendo a principal
via de infeccdo a inoculagdo traumatica, seguida de inalacdo acidental de conidios e contato de
leveduras com mucosas (CARLOS et al., 2009; CARNERO et al., 2018; ROSSATO et al.,
2018; BARROS et al., 2001).

ApoOs entrar no organismo, a primeira linha de defesa é a resposta inata, sendo a
eliminacdo do fungo por fagocitose de macrofagos e neutrofilos e pela produgédo de espécies
reativas de oxigénio. As leveduras de cepas virulentas de S. schenckii, ao contrario de fungos
oportunistas, sobrevivem a fagocitose por neutréfilos e sdo menos susceptiveis ao peroxido de
hidrogénio e outros produtos microbicidas produzidos por leucocitos (TORINUKI; TAGAMI,
1985; CARNERO et al., 2018; ROSSATO et al., 2018).

A resposta imune do hospedeiro determina o grau de invasdo pelo fungo. A parede

celular € o primeiro contato do fungo com o hospedeiro e desempenha um importante papel na
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modulagéo do sistema imune, uma vez que possui 0s principais pontos de contato. S&o ativadas
as respostas imunes Thl e Thl7 concomitantemente e através de citocinas como interferon-
gama (IFN-vy), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 17A (IL-17A) secretadas
principalmente por linfécitos T CD4*, que sdo capazes de ativar macrofagos e neutréfilos e
direciona-los para o local de infeccdo (CARLOS et al., 2009; LOMBARDI et al., 2009).

Em estudos realizados por Uenotsuchi et al. (2006) € sugerido que S. schenckii que
causam infecgdes cutaneas ativam mais fortemente células dendriticas e subsequente uma
resposta Thl quando comparado com S. schenckii que causavam lesdes viscerais. Sporothrix
schenckii de origem visceral, nesse estudo, induziram uma resposta Th2, evidenciando uma
producdo maior de interleucina 4 (IL-4). Portanto, S. schenckii que causam lesfes viscerais
conseguem escapar do sistema imune do hospedeiro induzindo pouca resposta Thl. Os
pesquisadores também demonstraram que para uma mesma cepa de S. schenckii, conidios
cultivados por sete dias apresentam uma viruléncia maior que conidios cultivados por 12 dias,
no qual foi atribuida a porcdo ramnose de sua parede celular, uma vez que a manose presente
foi alterada durante os dias de cultivo. Portanto, uma ligeira diferenca na composi¢édo do agtcar
da superficie do fungo ja altera a resposta imune e pode influenciar na patogenia do agente
(UENOTSUCHI et al. 2006).

Durante a resposta Th1l, a secrecdo de interferon-beta (IFN-B) promove a ativagao de
macrofagos, sendo esta considerada a interleucina mais importante uma vez que confere
protecdo por morte do fungo. A IL-17A esta envolvida na reparacao e ativacdo das barreiras
epiteliais e é produzida pelas células Th17. As células do hospedeiro reconhecem os organismos
fangicos através de componentes da parede celular do fungo, chamados de padrdes moleculares
associados aos patdgenos (PAMPs). Os PAMPs sdo reconhecidos por receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), incluindo receptores do tipo Toll (TLrs), na superficie da
célula. Esse reconhecimento desencadeia a ativacdo das funcles efetoras da fagocitose e a
resposta adaptativa T helper (Th) pelas células apresentadoras de antigenos (DEEPE;
GIBBONS, 2003; NETEA et al., 2008).

Poucos PAMPs da parede de Sporothrix spp. sdo conhecidos, sendo estes os lipidios
da parede celular, que desempenham também um importante papel protetor do fungo inibindo
0 processo de fagocitose, aumentando a estimulacéo de espécies ativas de nitrogénio, peroxido
de ergosterol, compostos da parede celular, proteinas fungicas segregadas e exoantigenos que
possuem a capacidade de ativar o sistema imune (CARLOS et al., 2009; CARNERO et al.,
2018).
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O peroxido de ergosterol também desempenha um papel de protecéo a célula fingica
durante a fagocitose. E dito que o perdxido de ergosterol é formado como mecanismo protetor
para evitar espécies reativas de oxigénio (ERO) durante a fagocitose por polimorfonucleares,
mediado principalmente por macrofagos. A morte de patdgenos pelos fagocitos se da em parte
pela producdo de radicais livres de oxigénio. A exposicdo prolongada a grandes concentragdes
de H20 destroi estruturas biologicas e causa danos irreversiveis as células. Os macréfagos,
além de liberar espécies reativas de oxigénio, também secretam enzimas, fatores de coagulacéo,
citocinas e espécies reativas de nitrogénio (RNS), produzem também oOxido nitrico (NO) que é
um poderoso mediador da inflamag&o e resposta imune (GILLMAN et al., 2004; SASSA et al.,
2012).

A formacéo do granuloma é um evento critico para a defesa do hospedeiro contra S.
schenckii. O granuloma é resultado da resposta inflamatoria dependente de células T. A inducgéo
da resposta celular depende de uma sequéncia complexa de interacfes entre o antigeno e células
do sistema imune, como macrofagos e linfdcitos. A resposta imune celular nas micoses envolve
neutrofilos e mondcitos e, o fato de experimentos mostrarem que a esporotricose € mais grave
em camundongos nude (HFH11 NY) e em paciente HIV positivos, ressalta a ideia de que a
imunidade inata por células T é importante para o controle da infeccdo de S. schenckii no corpo
do hospedeiro (SHIRAISHI; NAKAGAKI; ARAI, 1992; MARTINEZ-ALVAREZ et al.,
2014).

Em resposta aos antigenos nos locais de lesdo tecidual, ocorre o processo de ativacao
celular de macrofagos que provoca alteracdes morfoldgicas, funcionais e bioguimicas nas
células. Os macrofagos ativados aumentam a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios e
citotoxicos que auxiliam na destruicdo de antigenos chamadas citocinas. As citocinas sao
proteinas ou glicoproteinas de baixo peso molecular, reguladoras e sdo secretadas em resposta
a estimulos das celulas do corpo. O TNF-a é uma citocina multifuncional e possui papel
importante na patogénese de diversas doencas inflamatorias e infecciosas, sendo inclusive,
capaz de induzir a expressédo de outras citocinas (EIGLER et al., 1997; CARLOS et al., 2009).

Os macrofagos ativados mostram uma taxa metabdlica, motilidade e atividade de
fagocitos aceleradas, e além da fagocitose, essas células sdo capazes de secretar enzimas,
componentes do sistema complemento, fatores de coagulacéo e citocinas. Sdo considerados a
primeira linha de defesa do sistema imune e sdo conhecidos como poderosos mediadores da
resposta inflamatdria. O acimulo de nitrito e NO foi correlacionado com atividade fungicida
dos macréfagos (CARLOS et al., 2009).
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O NO participa da destruicdo de S. schenckii por macréfagos e contribui para o
equilibrio das citocinas no estagio inicial da esporotricose. Em geral, os macrofagos sdo
ativados pela secrecdo de IFN-B durante a resposta Th1. A IL-17A produzida pelas células Th17
é responsavel pela reparacdo e ativacdo das barreiras epiteliais e participa ativamente do
controle das células Natural Killer (NK) na defesa contra agentes fingicos (MARTINEZ-
ALVAREZ et al., 2014; CARNERO et al., 2018).

E relatado que as formas leveduriforme e filamentosa de S. schenckii sdo capazes de
ativar o sistema complemento pelas vias classica e alternativa, independente da presenca de
anticorpos. O fato de os conidios serem fagocitados por macrofagos, e a forma de levedura néo,
indica que o reconhecimento das duas morfologias se da por diferentes vias (LOPEZ-ROMERO
et al., 2011; CARNERO et al., 2018). A interacdo fungo/sistema imune depende de receptor
Toll-like 2 (TLR2). Em um experimento realizado por Guzman-Beltran et al. (2012), foi
relatado que animais sem TLR2 produziram niveis mais baixos de TNF-a, IL-1p, interleucina
2 (IL-2) e interleucina 10 (IL-10), o que ressalta a importancia desse receptor durante o
reconhecimento do S. schenckii como patogeno e ativacdo do sistema imune.

Outro receptor importante é a Dectina-1, que também é vista como responsavel pela
producdo de citocinas durante a interacdo de S. schenckii e S. brasiliensis com monécitos do
sangue periférico humano. A manose € descrita como tendo maior importancia na fagocitose e
menor importancia para a estimulacdo de citocinas para a forma de levedura de S. schenckii.
Apbs o reconhecimento, um receptor recentemente descrito, denominado NLRP3 (receptor
semelhante ao dominio de oligomerizacao de ligacdo a nucleotideos que contém o dominio
pirina 3), promove a resposta Th e conecta a resposta imune inata a adaptativa. VVarios peptideos
da parede celular do fungo foram descritos como sendo capazes de estimular a proliferacdo de
células T (GUZMAN-BELTRAN et al., 2012; MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2017). Um dos
mais importantes é o ZR8, que é um peptideo da glicoproteina Gp70. O ZR8 € capaz de
promover altos niveis de IFN-y, IL-17A, IFN-p e interleucina 1B (IL-1f) com maior nimero de
neutrofilos nas lesdes causadas pela doenga e provocar aumento de células T CD4" nos
linfonodos, o0 que é sugestivo de uma resposta Thl e Th17 (MARTINEZ-ALVAREZ et al.,
2017; DE ALMEIDA et al., 2018).

E descrito que o principal mecanismo para a protecdo com a utilizacio de anticorpos
é 0 reconhecimento da opsonizagdo do patdogeno pelo receptor gama Fc (FcyR). Este estimula
a liberacdo de citocinas por macrofagos e os ativa (DE LIMA FRANCO et al., 2012).

Acreditava-se que apenas a imunidade celular era responsavel pela prote¢do do corpo

do hospedeiro contra agentes fungicos. Hoje em dia sabemos que a resposta imune humoral
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também é importante para a defesa do organismo hospedeiro. Varios mecanismos foram
descritos, entre eles, a inibicdo da ligacdo de células fungicas, aglutinacéo de células fungicas,
neutralizacdo de moléculas imunorreguladoras, opsonizacdo e aprimoramento da fagocitose,
ativacdo do complemento, lise mediada por citocinas e citotoxicidade celular dependente de
anticorpos (ADCC) (DE ALMEIDA et al., 2014; PORTUONDO et al., 2016).

Apesar do progresso no reconhecimento da resposta humoral contra fungos, pouco se
sabe sobre a resposta mediada por anticorpos contra o fungo S. schenckii. A resposta Th2 é
caracterizada pela presenca das IL-4 e IL-13 (interleucina 13) que promovem a diferenciacédo
das células T em linhagem Th2 e producdo de anticorpos com consequente diminui¢do na
resposta Thl (LOPEZ-ROMERO et al., 2011; DE ALMEIDA et al., 2014; CARNERO et al.,
2018).

Em um estudo realizado por Ruiz-Baca et al. (2011), observou-se que as proteinas da
parede celular de S. schenckii de 60 e 70 kDa se mostraram mais imunogénicas no fungo em
sua forma de levedura quando comparado com a forma filamentosa. J& na forma micelial, cinco
antigenos foram detectados 48, 55, 66, 67 e 70 kDa. Visto que a proteina de 70 kDa foi a
principal molécula imunogénica nas duas formas, acredita-se que esta seja a glicoproteina
GP70. Os anticorpos produzidos contra esses antigenos acompanharam producéo de citocinas
caracteristicas das respostas Th1l e Th2, além de altos niveis de IFN-y e TNF-o com um aumento
do indice fagocitico (DE ALMEIDA et al., 2014).

Estudos relatam que a producédo de anticorpos é importante para conter a infeccdo no
hospedeiro. A infeccdo foi monitorada por cultura de érgdos, e observou-se um aumento da
carga fungica nas duas primeiras semanas apds a infeccdo, e diminuicdo apds 14 dias. Essa
maior carga fungica inicial sugere fortemente que o combate a S. schenckii ndo depende apenas
da capacidade do hospedeiro de eliminar o agente, mas sim da imunidade adquirida com o
tempo. Os anticorpos 1gG contra Gp 70 foram detectados em alta concentracdo 14 dias apés
infeccdo em modelo murino e sua concentracdo foi mantida durante todo o processo. A
isotipagem mostrou a presenga de imunoglobulinas G 1 e imunoglobulinas G 3, que estdo
envolvidos na opsonizagédo e neutralizacdo de leveduras de S. schenckii. A opsonizacdo de S.
schenckii e essencial para a morte e producdo de TNF-a por macrofagos, sendo de suma
importancia para o controle da esporotricose (DE BEER et al., 2003; CARNERO et al., 2018).

Em um estudo realizado por Almeida-Paes et al. (2007a) foi descrita a presenca de
isotipos de anticorpos imunoglobulina M (IgM), imunoglobulina G (1gG) e imunoglobulina A
(IgA) contra exoantigenos miceliais de Sporothrix sp. em pacientes humanos durante todo o

curso da doenca, e embora se mantiveram detectaveis durante o tratamento, esses anticorpos
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diminuiram ao longo do tempo. Outra observagéo importante € que os niveis de anticorpos IgM
e IgA eram mais baixos nas formas cutanea localizada e linfocutaneas quando comparado com
pacientes que apresentavam as formas cutanea disseminada e extracutanea. Ressaltando que a
carga fungica leva a uma apresentacdo continua de antigenos e com isso maior estimulo a
producdo de anticorpos. IgM ativa o sistema complemento pela via cléssica e IgA participa da
defesa imune em caso de envolvimento de mucosas (ALMEIDA-PAES et al., 2007a).

As informagdes sobre esporotricose felina e as moléculas antigénicas envolvidas na
doenca sdo escassas. Foi realizado um estudo para detectar os antigenos expressos por S.
schenckii e S. brasiliensis em soros de gatos naturalmente infectados. Foi observada reatividade
cruzada nas duas espécies. As principais moléculas reconhecidas pelos anticorpos dos felinos
foram a Gp60 de S. brasiliensis e Gp70 de S. schenckii. Embora a imunidade mediada por
anticorpos foi considerada irrelevante para eliminacéo efetiva do agente no hospedeiro, estudos
apontam que a resposta humoral é fundamental na prevencdo, controle e tratamento da
esporotricose (LOPEZ-ROMERO et al., 2011; CARNERO et al., 2018; DE ALMEIDA et al.,
2018).

Os microrganismos sofrem transformacgGes e mutacBGes constantes, onde as mais
vantajosas para a sua adaptacdo ao ambiente sdo mantidas, enquanto as deletérias séo perdidas.
Algumas dessas adaptaces podem adicionar aos microrganismos a capacidade de parasitar,
invadir ou causar agravos em um organismo hospedeiro, no qual antes, 0 mesmo nédo havia a
capacidade de causar doenca, se transformando em um novo patégeno, adquirindo capacidade
de evadir do sistema imune do hospedeiro ou mesmo piorando o quadro clinico de uma doenca
que esse microrganismo ja causava (AYALA, 1970; GREINER; PFEIFFER; SMITH, 2000;
LOPEZ-RODAS et al., 2007).

H& um crescente interesse mundial das autoridades de salde para o desenvolvimento
e validacdo de métodos apropriados de diagndstico, visando a seguranca animal e humana,
restricbes comerciais e monitoramento de areas de doencas. Ndo é diferente com a
esporotricose, uma vez que esta doenga emergente vem aumentando muito em namero de casos
e tomando cada vez mais o territorio brasileiro ao longo das Gltimas décadas (GREINER;
PFEIFFER; SMITH, 2000).

3.6 Avaliagdo de Desempenho Analitico de Métodos Diagnosticos

Seguindo a proposta de Somoza e Mossman (1992) podemos considerar qualquer

dispositivo que reduza a incerteza sobre o estado da doenca como um teste diagndstico. Em
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medicina, medicina veterinaria, ciéncias sociais e fitopatologia h&4 muitos cenarios em que é
importante desenvolver um método diagndstico, como documentar que um pais ou regido é
livre de uma certa doenca, impedir a propagacdo de patégenos através da comercializacdo de
animais ou produtos derivados, contribuir para a erradicacdo de uma infeccdo, confirmar
diagndsticos para casos clinicos, estimar a prevaléncia de enfermidades para facilitar analise de
risco, identificar individuos infectados para uma melhor implementacdo de medida de controle
e classificar animais visando a saude do rebanho ou status imunoldgico pos-vacinal
(GREINER; PFEIFFER; SMITH, 2000; LISBOA, 2002). Para a avaliacdo do desempenho
analitico de um novo método diagnéstico os seguintes pardmetros sdo analisados: sensibilidade
analitica, especificidade analitica, repetibilidade e reprodutibilidade (GREINER; GARDNER,
2000; CROWTHER, 2001; VISWANATHAN et al., 2007; BURD, 2010).

A sensibilidade analitica pode ser medida em limite de deteccdo. O limite de deteccao
é a quantidade estimada de analito em uma matriz especificada que produz um resultado
positivo em porcentagem previamente definida em um determinado periodo. A escolha dos
analitos e intervalos para avaliar a sensibilidade analitica € realizada no inicio do
desenvolvimento do teste utilizando literatura ja existente ou testes prévios. Alguns métodos
ou procedimentos de teste podem ser qualificados para uso como ferramentas analiticas no
laboratério de diagndstico. Estes, geralmente, sdo testes auxiliares ou procedimentos aplicados
a um analito que foi detectado em um ensaio primario. O objetivo dessas ferramentas analiticas
é caracterizar melhor o analito alvo no ensaio primario (TAVERNIERS; DE LOOSE; VAN
BOCKSTAELE, 2004; GONZALEZ; HERRADOR, 2007; OIE, 2018; OIE, 2019).

A capacidade do ensaio em distinguir um analito alvo de um analito n&o-alvo é
chamada de especificidade analitica. E esperado que o teste seja seletivo apenas para o analito
alvo, e que ndo reaja a presenca de interferentes da matriz da amostra, substancias degradantes
ou que faca ligacdo inespecifica do reagente em uma fase solida, como quando o conjugado de
um ELISA é adsorvido no poco da placa de microtitulacdo ou quando ha confuséo entre
anticorpos vacinais e anticorpos de infeccdo ativa. Tais interferentes podem gerar respostas
falsamente positivas ou negativas em um ensaio alterando drasticamente a especificidade
analitica (VESSMAN et al., 2001).

A repetibilidade é o nivel de concordancia entre resultados da réplica de uma amostra
dentro e entre as execuces do mesmo método de teste em um determinado laboratério, sendo
avaliada pela variacdo nos resultados das réplicas. A variagdo entre as execugoes é determinada
usando a mesma amostra repetindo o mesmo teste, envolvendo dois ou mais operadores em

diferentes dias. O resultado pode ser expresso em desvio padrdo, coeficiente de variacao, entre
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outros (GREINER; GARDNER, 2000; CROWTHER, 2001; VISWANATHAN et al., 2007,
BURD, 2010; OIE, 2018; OIE, 2019).

A reprodutibilidade é a capacidade de um método de teste fornecer resultados
consistentes, conforme determinado por estimativas de precisdo, quando sao aplicadas aliquotas
das mesmas amostras testadas em diferentes laboratérios, localizados em regifes ou paises
distintos usando o mesmo teste (protocolos, reagentes e controle) (JACOBSON, 1998;
GREINER,1995; OIE, 2018; OIE, 2019).

Mesmo que uma doenca ja tenha métodos diagndsticos disponiveis no mercado, estes
podem apresentar demora no tempo de execucdo levando a uma demora no resultado e
consequente inicio de tratamento, ou, ainda, exigir material e mdo-de-obra especializada
inviabilizando monetariamente a realizacdo do exame ou deixando-o inacessivel a uma parte
da populacdo. Portanto, faz-se necessaria a busca de métodos diagnostico com resultados mais
rapidos, que apresentem boa sensibilidade e especificidade e que ainda possuam valor acessivel
(GREINER; PFEIFFER; SMITH, 2000; BUJANG; ADNAN, 2016, OIE, 2018; OIE, 2019).

3.7 Métodos Diagnosticos na Esporotricose

O diagnostico da esporotricose pode ser obtido com a combinacéo da observagdo das
manifestacdes clinicas, epidemiologia e testes laboratoriais. Os principais testes laboratoriais
sdo: Isolamento e cultura, citologia, histopatologia, sorolégico e molecular. A qualidade do
resultado é tdo boa quanto a qualidade e tipo de amostra enviada (SANTOS et al., 2018;
ZHANG et al., 2019).

3.7.1 Coleta de amostra

Para definir qual tipo de amostra a ser coletada primeiro é necessario definir qual
melhor exame a se solicitar dependendo da espécie e do quadro clinico apresentado pelo
paciente (SANTOS et al., 2018).

Inicialmente deve-se realizar a limpeza da area de onde se coletara a amostra, de forma
a evitar que debris contendo microrganismos ambientais gerem contaminagdo e com isso
diminua, ou invalide, o resultado do exame. A limpeza da area pode ser realizada com gaze e
solucdo fisiologica ou clorexidina degermante 2%. Deve-se ressaltar a utilizacdo de
equipamentos de protecdo individual, como mascara, 6culos de protecdo e luvas, sempre

visando a seguranca do profissional que ira realizar a coleta. O animal deve ser devidamente
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contido de forma a gerar menor estresse possivel durante a coleta e aumentar a seguranga
durante a operagdo (SANTOS et al., 2018).

A campo, a coleta por swab (haste flexivel estéril com algod&o estéril na ponta) ou
imprint sdo as opgoes de coleta mais faceis e viaveis. A coleta por swab é realizada friccionando
a parte com o algoddo na borda e centro da ferida. J& o imprint é realizado pressionando
levemente uma lamina de vidro diretamente na lesdo aberta (FIGURA 4). Ambas as amostras
coletadas devem ser armazenadas e enviadas ao laboratorio em no maximo 24 horas. Esses dois
tipos de coleta sdo recomendados quando clinicamente o paciente suspeito de esporotricose
apresenta leséo ulcerada em pele (FERREIRA; SANTOS; SAMPAIO, 2004; SANTOS et al.,
2018).

Quando a leséo é nodular, ndo esta ulcerada ou esta localizada em estruturas internas
como oOrgaos, pode-se realizar a coleta por puncdo aspirativa por agulha fina ou biopsia. A
puncéo por agulha fina pode ser guiada ou ndo por ultrassom. Nesse método uma seringa vazia
acoplada de agulha é inserida na massa ou tecido alvo, ao atingir o alvo o émbolo da seringa é
puxado de forma a sugar e gerar vacuo no tecido alvo, faz-se entdo movimento de retirada e
entrada em 3 posicdes diferentes no alvo de forma a coletar células em mais de uma porc¢édo do
tecido. Em seguida a retirada, o material coletado na agulha é ejetado sobre uma lamina de
vidro. Dependendo da quantidade e do material coletado aconselha-se a colocar uma lamina de
vidro perpendicular a primeira e desliza-la em uma Unica dire¢do, devagar, sem realizar pressdo
entre as duas, realizando a técnica de squash (RODRIGUEZ; SARMIENTO, 1998;
ZAHAROPOULOS, 1999; SCHUBACH et al., 2002; PEREIRA et al., 2011; SANTOS et al.,
2018).

O método da bidpsia deve ser realizado com o animal sedado, sendo mais indicado em
cdes, uma vez que a espécie apresenta poucos organismos fangicos nas lesdes. Nesse método é
removido toda lesdo ou parte, o fragmento removido é entdo colocado em solugdo salina quando
visa 0 isolamento e identificacdo de agentes ou colocado em formol se o foco for analise
histopatologica. A amostra também deve ser enviada em até 24 horas ao laboratorio
(RODRIGUEZ; SARMIENTO, 1998; ZAHAROPOULOS, 1999; SCHUBACH et al., 2002;
PEREIRA et al., 2011; SANTOS et al., 2018).

Para analises moleculares ou soroldgicas, a coleta de amostra de sangue para extracdo
de soro é indicada. Nesses métodos € utilizada seringa acoplada de agulha e tamanho
compativel com a veia de escolha para coleta e tamanho do animal. O animal deve estar
devidamente contido, a area a ser coletada deve estar tricotomizada, e a coleta realizada de

forma a gerar menor estresse possivel para o animal. Uma aliquota pode ser separada quando o
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sangue for coletado para outros exames, como hemograma por exemplo, evitando entdo uma
nova abordagem direta ao animal para coleta de soro (BERNARDES-ENGEMANN et al.,
2005; SCHUBACH et al., 2006; BERNARDES-ENGEMANN et al., 2015; SANTOS et al.,
2018; COELHO et al., 2019).

3.7.2 I1solamento e identificagdo

O isolamento do agente em cultura e sua identificacdo € o padrdo ouro para o
diagndstico da esporotricose. A coleta pode ser realizada por bidpsia ou swab de lesdo cutanea.
O fungo causador da esporotricose cresce em meios de culturas rotineiros como SDA acrescido
ou ndo de cloranfenicol e cicloheximida a temperatura ambiente (25° a 28°C). De 4 a 7 dias é
observado o inicio do crescimento do fungo em sua forma filamentosa. (BARROS; PAES;
SCHUBACH, 2011; MARIMON et al., 2007; DE LIMA FRANCO et al., 2012; ZHOU;
RODRIGUES; FENG, 2013; MORA-MONTES et al., 2015).

Inicialmente as coldnias se apresentam branco acinzentadas se tornando marrons a
enegrecidas apds alguns dias de incubacdo. Na microscopia observamos hifas finas hialinas
septadas, com conidiéforos produzindo conidios ovais a arredondados em forma de arranjo ou
margarida, por vezes conidios sésseis. Para a confirmacéo do diagnostico é necessario provar o
dimorfismo incubando a cultura entre 35°C e 37°C em agar BHI ou em meio agar sangue-
glicose-caseina. O fungo deve crescer em sua forma de levedura, apresentando colénia branca
a bege claro de aspecto cremoso. Na microscopia observam-se leveduras ovaladas a
arredondadas (FIGURA 4) (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011; MARIMON et al., 2007;
DE LIMA FRANCO et al., 2012; ZHOU; RODRIGUES; FENG, 2013; MORA-MONTES et
al., 2015).

A cultura e isolamento ndo é um método 100% sensivel, geralmente devido a coleta
de forma inadequada, contaminacdo da amostra com microrganismos saprofitos que inibem o
crescimento de Sporothrix sp., ou transporte realizado de forma inadequada. A probabilidade
de se ter o diagnostico pela cultura e isolamento do agente varia entre 34% e 94%, dependendo
do material coletado. Amostras coletadas de coagulos sanguineos de animais em fungenia
exibem uma probabilidade de isolamento de 34%%, amostras coletadas de garras 39,5%,
amostras de cavidade oral 42% e coleta de via aéreas superiores 94%. Outra desvantagem dessa
técnica é sua demora em obter resultado, uma vez que a espera do crescimento flngico que
pode levar de quatro a trinta dias e com isso atrasar o diagnostico e consequente inicio de

tratamento, podendo agravar o quadro do paciente, aumentar o risco de transmissao e piorar o
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prognodstico (LARSSON, 2011; BERNARDES-ENGEMANN et al., 2015; SANTOS et al.,
2018; COELHO et al., 2019).

FIGURA 4 - Col6nias de Sporothrix brasiliensis em sua forma filamentosa (A) e leveduriforme

(B) e microscopias de sua forma filamentosa 40x (C) e levedura corada por panético 100x (D).

FONTE: O autor (2021).

3.7.3 Diagnostico citologico

A citologia pode ser realizada por imprint quando a ferida é em pele, ulcerada, ou por
puncdo aspirativa através de agulha fina quando a lesdo é nodular ou em 6rgdos internos. E
considerado um excelente método de triagem por ser de facil execucao e baixo custo (SANTOS
etal., 2018).
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Quando em tecido, Sporothrix spp. apresenta-se na sua forma parasitaria
leveduriforme (FIGURA 5). As leveduras se apresentam ovais a arredondadas, medindo cerca
de 8um, fagocitadas por macrofagos ou livres em fundo de lamina. Em felinos, a citologia
apresenta boa sensibilidade, possibilitando a detec¢do em 78 a 85% dos casos, ja em outras
espécies devido a poucos microrganismos nas lesdes, essa caracteristica do teste ja diminui.
Amostras coletadas de lesdes muito exsudativas, contaminadas ou coletas inadequadas
diminuem drasticamente a sensibilidade do teste. Animais em tratamento ou inicio de leséo
também apresentam poucos organismos fangicos o que dificulta o diagnostico citolégico da
esporotricose. Outra desvantagem é que quando hd o resultado negativo, o diagnostico
definitivo deve ser realizado por meio de cultura e isolamento e, portanto, aguardar o
crescimento da cultura, aumentando o tempo de resultado (PEREIRA et al., 2011; SILVA et
al., 2015; SANTOS et al., 2018).

FIGURA5 - Citologia de lesdo de gato (1000X) por imprint: Observam-se formas de leveduras

de Sporothrix sp. livres ou fagocitadas em macrofagos (setas).

FONTE: O autor (2021)
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3.7.4 Diagndstico histopatoldgico

A histopatologia pode ser realizada por remoc¢do completa da lesdo ou parte desta e
posteriormente fixada em formol e enviada ao laboratorio. Embora em felinos a deteccéo de
células por citologia ndo represente problema no diagndstico, em outras espécies que
apresentam baixa carga fungica a utilizacdo da histopatologia melhora essa deteccdo. A
utilizacdo de coloragdes histoquimicas especiais, a exemplo da coloracdo de prata Grocott,
podem ser aplicadas para melhor visualizacdo das leveduras aumentando a sensibilidade do
teste. A utilizacdo de imuno-histoquimica permite um aumento na sensibilidade da técnica por
meio da avaliagdo das intera¢fes antigeno-anticorpo, sendo indicado em casos de esporotricose
humana e canina. Possui a vantagem pois possibilita a exclusdo de outros diagndsticos
diferenciais como carcinoma de células escamosas, criptococose, histoplasmose,
micobacteriose cutanea e leishmaniose. A desvantagem desse método é a necessidade de mao-
de-obra especializada e maquinario especifico. E assim como na citologia, diante de um
diagnostico negativo deve-se pedir a cultura e isolamento (MAULDIN; PETERS-KENNEDY,
2016; SANTOS et al., 2018; COELHO et al., 2019; ZHANG et al., 2019; DE JESUS et al.,
2020).

3.7.5 Intradermorreacao

Esse teste diagndstico € realizado aplicando esporotriquina subcutanea e avalia-se a
reacdo de hipersensibilidade tardia. E utilizada como método de triagem e para estabelecer
alguns critérios epidemiol6gicos da esporotricose em uma determinada regido, como por
exemplo a prevaléncia da doenga. Possui uma sensibilidade de aproximadamente 90%, porém
pode dar positivo em pacientes que tiveram infeccdo anterior e reacdo inespecifica.
Desenvolvida para o uso em humanos a técnica ndo € usada em felinos. (ITOH; OKAMOTO;
KARIYA, 1986; LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006).

3.7.6 Diagnostico soroldgico e molecular

Com o desenvolvimento da biologia molecular ocorreu um aumento de testes com base
na deteccdo de acidos nucleicos para diagndstico de doencas infeciosas, ndo sendo diferente na
esporotricose (ZHANG et al., 2019). Muitos testes de diagndstico molecular como reacéo em

cadeia polimerase (PCR), Nested PCR, real-time PCR, polimorfismo de comprimento de
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fragmento de limitacdo de diferentes alvos génicos, DNA polimorfico amplificado ao acaso,
analises de polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado, amplificagdo por circulo
rolante e primers especificos para espécies, foram desenvolvidos visando a deteccdo de
Sporothrix spp.. Porém, esses testes apresentam alguns entraves como demora na realizacédo
dos procedimentos, etapas complicadas para execucdo do teste necessitando de equipamentos
e mao-de-obra especializadas, sensibilidade insuficiente para diagnostico e, além da técnica de
PCR multiplex, nenhuma outa técnica descrita acima consegue contemplar as principais
espécies patogénicas S. globosa, S. schenckii e S. brasiliensis simultaneamente, sendo
necessario realizar mais de um teste e consequente aumentando tempo e gastos para o
diagnostico (MESA-ARANGO et al., 2002; DE BEER et al., 2003; HU et al., 2003; NEYRA
et al., 2005; KAWASAKI et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2012; RODRIGUES et al., 2015;
ZHANG et al., 2019)

Desde o inicio dos anos 70 algumas pesquisas foram realizadas a fim de utilizar testes
soroldgicos para o diagnéstico da esporotricose, como imunodifusdo, aglutinacdo em tubo,
fixacdo de complemento, aglutinacdo em latex, imunoblot, teste de imunofluorescéncia indireta
e ensaios imunenzimaticos. Testes de aglutinacdo apresentaram sensibilidade de 94% a 96% e
especificidade de 98% a 100%, no entanto esses testes perdem a sensibilidade em casos de
esporotricose cutdnea ou se 0 paciente apresenta imunossupressdo além de apresentarem
reacOes cruzadas com outros patégenos. Outra desvantagem é seu elevado custo, ficando
inviavel de serem aplicados em regifes de surto ou endemia, a exemplo do Brasil
(ALBORNOZ; VILLANUEVA; DE TORRES, 1984; ALMEIDA-PAES et al., 2012; DE
JESUS et al., 2020).

Apos os surtos ocorridos no Brasil no final da década de 90, alguns grupos comegaram
a estudar ensaios imunoenzimaticos como ferramenta no diagndstico da esporotricose
(FERNANDES et al., 2011; DE JESUS et al., 2020). Os ELISAs desenvolvidos utilizam
extrato bruto, antigeno bruto ou preparacao antigénica da parede celular do S. schenckii, em sua
maioria para diagnostico da esporotricose em humanos, sendo descrito apenas um teste de
ELISA padronizado para a espécie felina (BERNARDES-ENGEMANN et al., 2005;
ALMEIDA-PAES et al., 2007b; FERNANDES et al., 2011; ALVARADO et al., 2015;
BERNARDES-ENGEMANN et al., 2015; COELHO et al., 2019).

A entrada do gato na cadeia de transmisséo da esporotricose associada a alta viruléncia
da espécie S. brasiliensis contribuem para que essa seja uma das principais zoonoses da
atualidade. Uma vez que 0 aumento no numero de casos nos gatos esta associado ao nimero de

casos em humanos, a esporotricose se enquadra em um grave problema de saude publica. Com
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a falta de informacédo da populagdo levando ao abandono de animais nas ruas ou descarte
inadequado de carcagas contaminadas, auséncia de politicas publicas para conten¢do da doenca
e, além disso, diagndstico e inicio de tratamento tardio, uma vez que o diagnodstico da
esporotricose pode demorar até quatro semanas fez a transmissdo da doenca no Brasil atingir
propor¢oes epidémicas (RODRIGUES et al., 2020).

Com isso, faz-se necessario o estudo de alternativas para o diagndstico da
esporotricose de forma que o mesmo seja rapido, barato, de facil realizacdo e acessivel a
populacdo. Nesse contexto, testes soroldgicos como o ELISA se mostram uma excelente
alternativa. O presente trabalho propde a utilizacdo de ferramentas de bioinformatica para a
predicdo e selecdo de peptideos com potencial de uso para a desenvolvimento de novos métodos
diagnosticos para a esporotricose, além da producdo de um teste de ELISA utilizando peptideos

sintéticos para esporotricose em gatos domesticos (Felis catus).



49

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras - Banco de Soros

As amostras utilizadas para a avaliagdo de desempenho dos testes foram provenientes
de banco de soros oriundos de projetos de extensdo desenvolvidos por docentes do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais (‘“Ac¢des para enfrentamento dos casos de esporotricose animal em
Belo Horizonte, Minas Gerais” e “Agdes para enfrentamento da esporotricose felina no Distrito
Riacho - Contagem, Minas Gerais”), descritas no Apéndice A.

As amostras foram provenientes de animais de vida livre e/ou semi-domiciliados. As
amostras negativas foram coletadas de animais higidos, e as amostras positivas foram
provenientes de animais naturalmente infectados, positivos em teste padrédo ouro (cultura e
isolamento) e exame citoldgico, além de apresentarem sintomatologia clinica (lesdes ulceradas
em pele). Para verificacdo de reacdo cruzada com outras enfermidades que produzem
sintomatologia clinica semelhante, também foram utilizadas amostras de gatos positivos para
criptococose, naturalmente infectados, confirmado por cultura e exame citolégico e
leishmaniose, naturalmente infectados, confirmado em citologia e PCR, sendo 0s mesmos
negativos para esporotricose. Ao todo foram 37 amostras de animais negativos para
esporotricose, criptococose e leishmaniose, 25 de animais positivos para esporotricose e
negativos para demais enfermidades, trés amostras de animais positivos para criptococose e
negativos para demais enfermidades, e duas amostras de animais positivos para leishmaniose e
negativos para demais enfermidades. Devido a raridade de amostras e dificuldades encontradas
no periodo de pandemia de SARS-CoV-2 ndo foi possivel a obtencdo de amostras de soros de
gatos naturalmente infectados positivos para histoplasmose, doenca que também seria

diagnostico diferencial devido as caracteristicas de lesdes similares a esporotricose.

4.2 Predicéo e Selecdo de Epitopos para Célula B

Bancos de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) foram
utilizados para a obtencdo de genomas e proteomas de Sporothrix spp.. O programa
Immunorank (LOBO et al., em preparacdo) desenvolvido no Laboratério de Gendmica e
Imunologia de Parasitos do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas

Gerais foi utilizado para a selecdo de alvos sorolégicos. O programa ranqueia as sequéncias
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proteicas do organismo em questdo com base em predi¢do de epitopos de célula B e de
desordem estrutural. O programa Immunorank permite a selegdo de proteinas completas, com
base em densidade de epitopos ou a selecdo de peptideos de nove a 15 aminoacidos com 0s
maiores escores de predicdo. Apos, foi utilizada a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) onde os alvos selecionados foram comparados com sequéncias do hospedeiro e,
também, com sequéncias de Criptococcus spp., Histoplasma spp. e Leishmania spp.,
microrganismos que sdo diagndsticos diferenciais da esporotricose e/ou apresentam
proximidade taxonémica semelhantes ao Sporothrix sp., e que poderiam causar reacdo cruzada.
Foram excluidos os peptideos que apresentaram similaridade e cobertura superiores a 50%.
Para confirmacdo in vitro da especificidade e sensibilidade dos peptideos selecionados na
triagem por bioinformatica, foram sintetizadas membranas de celulose pré-ativadas e
derivatizadas contendo os peptideos com maior pontuacao (score) de predicdo de epitopo de

célula B provenientes das analises de bioinformatica.

4.3 Sintese de Peptideos em Membrana de Celulose

O equipamento Abimed Spot Synthesis - ASP222 (Langenfeld, Alemanha) foi usado
para a sintese multipla de peptideos e o programa de computagdo Multipeps (Intavis, Alemanha)
foi usado para o plano de distribuicdo dos aminoacidos e determinacdo dos protocolos dos
diversos peptideos. Os grupos hidroxilas livres sobre a membrana de celulose servem de ponto
de ancoragem para a sintese do peptideo, sendo estes acoplados através de ligacdo estavel com
oito a dez unidades de etilenoglicol, tendo como objetivo afastar o peptideo do suporte, além
de conferir melhor estabilidade na ligacdo do peptideo a membrana. O C-terminal do Gltimo
aminoacido da sequéncia € onde inicia a sintese do peptideo. Apds desprotecdo do grupo ligado
ao 9-fluorenilmetil-oxicarbonil pela adi¢cdo de 20% de piperidina em dimetilformamida (DMF),
as funcBes aminas sdo recuperadas e podem ser visualizadas pela coloracéo azul de bromofenol.
Logo apods, 150uL de cada aminoacido sdao ativados por DIC/HOBT (N-N’
diisopropilcarbodiimida / hidroxibenzotriazol) e depositados para reinicio de outro ciclo, no
qual os ativadores propiciam um rendimento de ligacdo variando de 74-87% por ciclo. As
fungdes aminos (NH>) livres ou que n&o reagiram séo acetiladas em anidrido acético 10% em
DMF, para evitar a formacdo errdnea de peptideos ou outras ligacdes indesejaveis. Ao final da
sintese, os grupos laterais dos aminodcidos sdo desprotegidos pela adicdo de &cido
trifluoroacético associado a diclorometano e trietilsilano, fazendo com que os peptideos

permanecam fixos de forma covalente sobre a membrana.
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4.4 Imunoensaio com Peptideos Ligados a Membrana

A capacidade de discriminacdo dos peptideos foi avaliada submetendo as membranas
a experimentos de reatividade contra pool de soros de felinos: pool de soros de animais
negativos para esporotricose, criptococose e leishmaniose (Grupo A), pool de soros de animais
positivos para esporotricose (Grupo B), pool de soros de animais positivos para criptococose e
negativos para esporotricose e leishmaniose (Grupo C) ou pool de soros de animais positivos
para leishmaniose e negativos para esporotricose e criptococose (Grupo D). As membranas
contendo os peptideos foram lavadas trés vezes com tampdo fosfato salino (PBS) Tween 1%
durante dez minutos cada, e incubada posteriormente com solucgéo de blogueio (albumina sérica
bovina (BSA)) 5% e sacarose 4% em PBS 1x e pH 7,4), por 18 horas em temperatura ambiente
sob agitacdo constante. As membranas foram lavadas mais trés vezes por dez minutos em
solucdo PBS Tween 1% apds o bloqueio e incubadas com os pools de soros de animais dos
grupos A, B, C e D, diluidos em solucdo PBS Tween 1% (diluicdo 1/500) por 120 min a 37°C
em agitacdo. Apos novas lavagens, foram adicionados os anticorpos conjugados com fosfatase
alcalina diluidos em solucdo PBS Tween 1% (1/10.000) que foram mantidos sob agitacdo por
60 minutos em temperatura ambiente. Apos trés novas lavagens com T-TBS (do inglés: Tris
Buffered Saline with Tween) a membrana foi transferida para bandeja do fotodocumentador
digital LAS4000 (GE Healthcare, EUA) sobre a qual foi adicionada quantidade suficiente de
Luminata Forte™ (Millipore Corporation, EUA) para cobrir a membrana. As leituras de
reatividade foram realizadas e os dados analisados no software ImagelJ (NIH, EUA). Os
peptideos que apresentaram reacdo na membrana foram selecionados para a montagem de
peptideos soltveis. Apos a leitura, a membrana foi lavada trés vezes com DMF por dez minutos
em temperatura ambiente e agitagcéo constante e foi incubada com solugdo desnaturante (ureia
8M e dodecil sulfato de sddio (SDS) 1%) por 18 horas em temperatura ambiente e agitacéo
constante. Logo apds, foi lavada mais duas vezes com a solugéo desnaturante por 30 minutos,
duas lavagens com agua Milli-Q (Merck, Alemanha) por dois minutos e trés lavagens com
solucdo acida (55% de etanol, 35% de agua deionizada e 10% de 4cido acético) por dez minutos.
Apos, foi realizada mais duas lavagens em agua Milli-Q (Merck, Alemanha) por dois minutos
e mais duas lavagens com etanol 100% por cinco minutos para remover toda a umidade. Ao
final, a membrana secou em temperatura ambiente e foi armazenada a 4°C podendo ser

reutilizada.
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4.5 Sintese de Peptideos Soluveis e Confirmacdo por MALDI/ToF

Os peptideos selecionados foram entdo sintetizados em uma escala de 25umol no
ResPep SL sintetizador automatizado (Intavis®, Alemanha). Os aminoéacidos foram ativados
com uma solucdo 1:1 de Oxyma Pure (Merck, Alemanha) e N,N'-Diisopropilcarbodiimida
(DIC, Sigma-Aldrich, EUA). Logo apds, os aminoacidos ativados foram incorporados as
resinas TentaGel (Intavis®, Alemanha) ou H-Rink Amide ChemMatrix (Sigma-Aldrich, EUA).
A desprotecdo da 9-fluorenilmetil-oxicarbonil foi realizada repetidamente até que a sintese de
cada peptideo fosse completada utilizando 4-metilpiperidina 25% (25% v/v em DMF). Os
peptideos foram extraidos da resina atraves de um tratamento com uma solugéo contendo &cido
trifluoroacético (92,5%), agua (2,5%), triisopropilsilano (2,5%) e beta-mercaptoetanol (2,5%)
em trés horas sob agitacdo. O peptideo foi precipitado com uma solucéo fria de metil terc butil
e posteriormente liofilizado. Foi utilizada espectrometria de massas através do equipamento
MALDI/TOF Autoflex Speed (Bruker Daltonics, EUA) para a confirmagédo da massa molecular
do peptideo. Uma aliquota de 0,5uL de amostra concentrada do peptideo foi misturada com
0,25mL de uma solu¢do de matriz saturada [10mg/mL a-ciano-4-hidroxicindmico (Sigma-
Aldrich, EUA) e 50% de acetonitrila/0,1% de &cido trifluoroacético para a analise por ionizaco
e dessorcédo a laser assistida por matriz com analisador por tempo de voo (MALDI/ToF). A
amostra foi aplicada a uma placa MTP AnchorChip TM 600/384 (Bruker Daltonics, EUA) e
secou a temperatura ambiente. Os dados brutos foram obtidos no MALDI/TOF Autoflex Speed
utilizando um modo positivo/refletor controlado através do software FlexControl™ 3.3.
(Bruker Daltonics, EUA) Foram utilizados peptideos de referéncia (Peptide Standard, Bruker
Daltonics, EUA) para a calibracdo do instrumento. Cada espectro foi produzido acumulando
dados de, pelo menos, 200 lasers consecutivos de 127 disparos. Apos a confirmagdo dos
peptideos por MALDI/ToF, os mesmos seguiram para as etapas de padronizacdo de teste de

ELISA para a espécie felina (Felis catus).

4.6 Producédo de Antigeno Bruto de Sporothrix brasiliensis

Para a preparagédo do antigeno bruto foi utilizada a forma micelial do fungo Sporothrix
brasiliensis, confirmado por PCR, seguindo método adaptado de Mendonza et al. (2002). A
espécie S. brasiliensis foi selecionada por ser considerada a mais patogénica e por estar
associada diretamente a transmissdo zoondtica da esporotricose. A amostra, previamente

caracterizada em fase micelial, foi inoculada em caldo Sabouraud dextrose seguido de
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incubacdo a 30°C em agitador rotatorio a 150 rpm por 14 dias. A cultura foi inativada pela
adicdo de Timerosal (Sigma-Aldrich, EUA) (0,2g/L) por 48 horas em agitacdo a 150 rpm e
temperatura ambiente (25°C). Posteriormente o sobrenadante foi filtrado em uma membrana de
acetato de celulose 0,45um (Sartedt, Brasil). O filtrado foi concentrado por liofilizacdo. A
concentracdo de proteina foi medida pelo kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher
Scientific, EUA) e padronizada para 4500 pug/mL de forma a facilitar sua dilui¢do e utilizagdo.

Apds, 0 mesmo foi conservado sob refrigeracao (4°C) até seu uso no teste de ELISA.

4.7 Ensaio de ELISA anti-1gG e anti-IgM

Apds a sintese e confirmacdo dos peptideos deu-se inicio a padronizagdo de testes
soroldgicos utilizando a técnica de ELISA para felinos domésticos (Felis catus). Inicialmente,
foram realizados estudos pilotos para a determinacdo da concentracdo de peptideos, dilui¢do de
soros e diluicdo de anticorpos secundarios. Para avaliar a melhor diluicdo de soros foram
realizados testes em duas diferentes dilui¢des (1:50, 1:100, v/v em PBS), para verificar a melhor
concentracdo dos peptideos, os testes foram realizados com quatro concentrac@es diferentes
(100ng/pogo; 500ng/poco; 1000ng/poco; 2000ng/poco) e para as diluicdes do anticorpo
secundario, foram utilizadas as dilui¢bes 1:5000, 1:10.000, 1:20.000 e 1:30.000, v/v em PBS.
Para o0 ensaio de ELISA foram utilizados os conjugados anti-lgG e anti-lgM marcados com
peroxidase. Foram utilizadas microplacas de polietileno (Falcon™, BD Lab., EUA) de 96
orificios e fundo plano para as reagGes. Os orificios foram sensibilizados com 0,1ug de cada
peptideo ou com antigeno bruto de S. brasiliensis diluidos em 100uL de tampdo carbonato. Em
seguida as placas foram incubadas por 16h a 37°C. Apds o periodo de sensibilizacdo foram
adicionados 150uL de solucdo para o blogueio (BSA 5%) de sitios inespecificos em cada
orificio, seguindo de nova incubagéo a 37°C por 60 min. O excesso de solugdo de bloqueio foi
retirado por trés lavagens sucessivas. Os soros dos animais infectados com Sporothrix sp. foram
diluidos 1:50.000 em tampao de incubacdo (BSA 2,5) e 100uL dessa solucdo foram aplicados
em cada orificio. Foi realizada, em seguida, uma incubacdo por 60 min. a 37°C e 0 excesso do
soro diluido foi removido por uma serie de cinco lavagens (PBS 1X + Tween 20 0,5%). O
conjugado foi diluido em 1:10.000 e 100uL, desta solugdo, acrescentados em cada orificio.
Ap0s nova incubagdo por 60 min. a 37°C, o excesso de conjugado foi retirado por nova série
de cinco lavagens. Foi entdo, preparada a solucdo do substrato com peroxido de hidrogénio

(H202) e acrescentados 100uL desta em cada orificio. O cromdgeno utilizado foi o orto-
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fenilenodiamina (OPD, Sigma Aldrich, EUA). A reacdo foi realizada por dez minutos em
temperatura ambiente, sendo interrompida pela adi¢do de 25uL de 4 N &cido sulfurico (H2SOg)
(Merck, Alemanha), em cada orificio. Apds cada lavagem, em todas as etapas descritas acima,
as placas foram secas por inversdo sobre papel absorvente. Foi, também, realizado um teste de
ELISA adicionando 100ug/poco de ureia na concentracdo 6M em solucdo PBS-Tween 0,05%
durante 0, 5, 10 e 20 minutos ap6s a etapa de incubacdo das amostras de soro seguindo a
metodologia proposta por Coelho e colaboradores (2019). As reacdes foram lidas em leitor de
ELISA (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, EUA) a 492 nm e os resultados expressos

em valores de absorbancia.

4.8 Anélises Estatisticas

Para as analises estatisticas foi usado o software GraphPad Prism 5 (GraphPad Inc.,
EUA) e o programa Microsoft Excel 2007 (Microsoft®, EUA). Os célculos da normalidade dos
dados foram avaliados utilizando o teste de Shapiro-Wilk. As diferencas estatisticas (p < 0,05)
foram detectadas por meio de teste t ndo pareado.
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5 RESULTADOS
Apds a utilizacdo de ferramentas de bioinformatica para a predicdo e selecdo de
epitopos de células B, foram selecionados 231 peptideos com potencial uso para

desenvolvimento de testes diagnosticos para a esporotricose (FIGURA 6).

FIGURA 6 - Peptideos de celulas B para diagnéstico da esporotricose felina preditos pelo

programa Immunorank.

GPGGRPTSPPPPTGT PESEPDPDPDPDPRP NSEDDPDDTPKPPPQ PPGPNGPPSGPRAPG PGPNGPPSGPRAPGA
PTESDPTEPGGPSSP PNNPPAPPGEAGATP EETPGPKPKPEPDPE AAQPSPPAPRAPPSP  PGSDPTESDPTEPGG
DPPASGGPGGPGGPG NNPPPPPPSASSSST TPGPKPKPEPDPEPA GPGPGGRPTSPPPPT  KPKPEPDPEPAPAPA
NGPPGPNGPPSGPRA QDPPPTQPPPQPGQQ GPNGPPSGPRAPGAP FAPGPNGPPGPNGPP SRATTDPDPDPDPDP
PQFAPGPNGPPGPNG NNPPAPPGEAGATPP SQAAPGPGPGPGPGP PGPGGRPTSPPPPTG TPPPNNPPAPPGEAG
TQDPPPTQPPPQPNQ TQDPPPTQPPPQPGQ DGPGSDPTESDPTEP VNGGAPPPPPPPQQQ PGRGGPGGPGGQPTS
GTPADQPPPPPTTTT  TPESEPDPDPDPDPR DPTESDPTEPGGPSS RPGTPADQPPPPPTT PQDQGQPPPAPPSAP
AAGPSPPAGPPPQGQ EPSGHGGSPPPPPAP  NQQPSQGPPPSPSRP | GPGSDPTESDPTEPG ESEPDPDPDPDPRPG
PNQQPSQGPPPSPSR TVTSTPSPPPPPPTQ KPEPDPEPAPAPAPA  EDDPDDTPKPPPQPT QGSGSTPDSPPPPPV
DPPPTQPPPQPNQQQ TDPDPDPDPDPDKPM PASGGPGGPGGPGPR GPKPKPEPDPEPAPA  ATTDPDPDPDPDPDK
GGWGPNGPPPGNPPY PPPNNPPAPPGEAGA QFAPGPNGPPGPNGP PGTPADQPPPPPTTT |APDGPNGPGDGDGPD
PEQEPEPEPEPEAES PLGPTGPSGPSGPPG GSDPTESDPTEPGGP TRPGTPADQPPPPPT | DPPPTQPPPQPGQQQ
PAGPPPQGQPPKPSQ HNAGQPPNPPNPPNP ASGGPGGPGGPGPRP PPPPPPPSRRAAGGG STTPPPNNPPAPPGE
GPPGPNGPPSGPRAP QPPPPHGGPPPQVAG PNGPPGPNGPPSGPR PGGRPTSPPPPTGTR PPNNPPAPPGEAGAT
GGNSEDDPDDTPKPP EDPEDPEDPGDAGDD QPSQGPPPSPSRPSS QQPSQGPPPSPSRPS TTPPPNNPPAPPGEA
SDPTESDPTEPGGPS GDSEDPEDPEDPGDA  AASSESTPTPPPPPP AGPPPQGQPPKPSQA ASTAAAPPPPPGPAP
SDPPASGGPGGPGGP | GPLPSPRGPPPSPRG GNSEDDPDDTPKPPP  GWGPNGPPPGNPPYP QPPPGPASGPSGPGT
SDAPPPPPPSTSGDQ  PGGPPRGPPEDDGDD SEDDPDDTPKPPPQP |APGPNGPPGPNGPPS PDYPGPSPGPGPGPT
QDPPPTQPPPQPNQQ PSDPPSSTAPNPPTS NGGAPPPPPPPQQQQ AGPSPPAGPPPQGQP QDQGQPPPAPPSAPS
DAPPPPPPSTSGDQR QPTPPPPQTPDAPQT QDSGSTPDSPPPPPV  ETPGPKPKPEPDPEP PTGPSTTPPPNNPPA
PPPPQESESEQPKQA  SGSTPDSPPPPPVPA DSGSTPDSPPPPPVP GSTPDSPPPPPVPAD SPTPEPAPTPDPAPA
SPPPPSPPSDDDGPF GPGGPPRGPPEDDGD APPPATPQPPTEQPQ PPPTSPSPPQPQQGH PSSNPPPASSPPSDP
HQPPPPQPQPQPGAA SDREPSQQQPPPPPP  SPPSDPPSSTAPNPP PPSPRGPPPSPYGAQ GQADGPPPPPESSPP
KQAPPPPTQDPPPTQ PPPPPQPSSPKKAAK ETETPGPTSEPPPPP PPAPEEEKPKGPPPQ  TETPGPTSEPPPPPL
KQPTPEPEQEPEPEP PPPPPGAEEEVPPEE SNPPPASSPPSDPPS HGPGGPPRGPPEDDG DSEDPEDPEDPGDAG
PADGAPGPSQPPPSE DSDSPPPPPPAAPSG  PPTSPSPPQPQQGHE SSPPSDPPSSTAPNP PPATPQPPTEQPQPT
PATAPPPPGGPPEGH PPQGAAPDDEDEDEP TDGQADGPPPPPESS DGQADGPPPPPESSP PPPPPQGAAPDDEDE
TPSPTPEPAPTPDPA PPPPSPPSPGTTAGG SDPPSSTAPNPPTST PEAPPPATPQPPTEQ  GSDSDSPPPPPPAAP
SPADGAPGPSQPPPS PETETPGPTSEPPPP PATPQPPTEQPQPTP  TPETETPGPTSEPPP PPPPPPADSHDGNAD
APTPSPTPEPAPTPD QADGPPPPPESSPPG  PPRGPPEDDGDDDDD |GGPPRGPPEDDGDDD (PPSDPPSSTAPNPPT
HGSSGQQQPPPPPPP PPASSPPSDPPSSTA HHGPGGPPRGPPEDD SPPPPSPPSPGTTAG PPPPQGAAPDDEDED
DPAPTPSPTPEPAPT PPPPPPPADSHDGNA APEEEKPKGPPPQPR PPPQGAAPDDEDEDE EPPTEPPAEPPAEPQ
PSPPPPPPATQEEEG PPPPGAEEEVPPEED PPPASSPPSDPPSST EQPQPTPPPPQTPDA DSDREPSQQQPPPPP
STPDSPPPPPVPADD  SEPTPSPTPSPTDKD QQQQQRPPPPPPPTS EAPPPATPQPPTEQP PEEEKPKGPPPQPRP
PSPADGAPGPSQPPP  TSEPTPSPTPSPTDK TEQPQPTPPPPQTPD SEDPEDPEDPGDAGD PPPQTPDAPQTPTPT
PPSPADGAPGPSQPP RSPPPPSPPSDDDGP NPPPASSPPSDPPSS SLPDQSPQPPPPGPT  KSTTPPSSPPTSEPT
HSHNSPSSPQPPPPP  PPPPPPQESESEQPK KPQPEPTPPKPERPQ  KKPKPQPEPTPPKPE PPPSPPSPGTTAGGG
SPDPAPTPSPTPEPA PGPGVDGPPGGGPSP PPPPPPQGAAPDDED PASSPPSDPPSSTAP ATDGQADGPPPPPES
GSGSTPDSPPPPPVP SPPPPPPATQEEEGE ATPQPPTEQPQPTPP  GPPRGPPEDDGDDDD PAPEEEKPKGPPPQP
EQPKQAPPPPTQDPP QNRSSPPGPPPQQPP ASSPPSDPPSSTAPN PTSEPTPSPTPSPTD PRGPPEDDGDDDDDN
GPGPGVDGPPGGGPS YPGGPAPNGPGGPGG PHHGPGGPPRGPPED |SSNPPPASSPPSDPP KPKPQPEPTPPKPER
PPPPPQESESEQPKQ  SEQPKQAPPPPTQDP ASPNNRAGGPPPPPP TAPPKPKPGPPKKPT PPPTQPQPAPESPDA
EYTPESEPDPDPDPD YTPESEPDPDPDPDP DEPPPPPQRQTQPPQ PSGHGGSPPPPPAPT AQPPPGPASGPSGPG
TGPSTTPPPNNPPAP  VDEPPPPPQRQTQPP DQGQPPPAPPSAPSQ PVDEPPPPPQRQTQP SEPDPDPDPDPRPGF
RATTDPDPDPDPDPD DGPGPSPRPRPSPSP APTGPSTTPPPNNPP  QGQPPPAPPSAPSQP QPSPPPPPPATQEEE
DGPNGPGDGDGPDGK DYPGPSPGPGPGPTE ESPYPEPPPDYPGPS LGPTGPSGPSGPPGP GQTPPPPPGWGQQPP

KDEPSGHGGSPPPPP
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Em seguida, esses 231 peptideos selecionados foram sintetizados em membrana de
celulose pre-ativadas e derivatizadas e submetidos a ensaios de immunoblotting, onde foram
utilizados pool de soros de animais dos grupos A, B, C ou D. Os resultados podem ser
observados na FIGURA 7, onde quanto maior a reacdo do spot do peptideo, mais forte e escura

a coloracao deste na membrana.

FIGURA 7 - Membranas reveladas com Luminata (Sigma Aldrich, EUA) em
fotodocumentador digital LAS4000® (GE Healthcare, EUA).

@ D

A) Pool de soros de animais negativos para esporotricose, criptococose e leishmaniose; B) Pool de soros de
animais positivos para esporotricose; C) Pool de soros de animais positivos para criptococose e negativos para
esporotricose e leishmaniose; D) Pool de soros de animais positivos para leishmaniose e negativos para

esporotricose e criptococose. Quanto maior a reagao do peptideo, mais escura a coloracdo do spot na membrana.

O software ImageJ foi utilizado para as analises densitométricas. Consideram-se pouco
reativos os spots de peptideos com a coloragdo mais proxima ao branco e mais reativos a
coloragdo mais proxima da cor preta, conforme os mapas de calor na barra acima de cada
imagem (FIGURA 8). Foram considerados bons alvos os spots de peptideos que apresentaram
reatividade no mapa de pool de animais positivos para esporotricose e nao apresentaram

reatividade nos demais pools.
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FIGURA 8 - Mapas de calor normalizados das membranas pelo programa ImageJ (NIH, EUA).

A) Pool de soros de animais negativos para esporotricose, criptococose e leishmaniose; B) Pool de soros de
animais positivos para esporotricose; C) Pool de soros de animais positivos para criptococose e negativos para
esporotricose e leishmaniose; D) Pool de soros de animais positivos para leishmaniose e negativos para
esporotricose e criptococose. Quanto maior a reacdo do peptideo, mais préximo da cor branca o spot na

membrana, seguindo o padrao de mapa de calor acima de cada grupo.

Os peptideos solUveis que obtiveram melhor score no grupo B, ultrapassando o valor
de cut-off, e que obtiveram valores abaixo do cut-off nos demais grupos foram selecionados
(QUADRO 1). O cut-off para a selecdo dos peptideos foi determinado como a média mais trés

vezes 0 desvio padrao.

QUADRO 1 - Andlise densitométrica dos spots selecionados nos ensaios de immunoblotting:

Peptideos selecionados apds analise densitométrica utilizando o software ImageJ.

Posicéo Anélise de densitometria Razéo
na Peptideo positivo:
membrana Grupo A | GrupoB Grupo C Grupo D negativo
C12L2 | S-P-T-P-E-P-A-P-T-P-D-P-A-P-A 7871 42793 7268 11514 5,43679
C12L14 | T-P-S-P-T-P-E-P-A-P-T-P-D-P-A 5124 28081 4868 6796 5,48028
C13L4 S-P-D-P-A-P-T-P-S-P-T-P-E-P-A 9616 45230 2646 6768 4,70361
C6L12 | S-E-P-D-P-D-P-D-P-D-P-R-P-G-F 3796 16713 3720 9016 4,40279
C8L9 E-Q-P-Q-P-T-P-P-P-P-Q-T-P-D-A 3107 14322 3211 7501 4,60959

Valores dos resultados gerados pela anélise densitométrica do software ImageJ
Média= 5379,423 Desvio Padrdo= 2662,624 Meédia mais trés vezes o desvio padrdo= 13367,3 (cut-off)
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Observou-se que trés peptideos apresentaram sequéncias semelhantes entre si, e foi

realizada a combinag¢do dos peptideos em “janela deslizante” de forma a obter um unico

peptideo. OQutros dois peptideos também apresentaram boa reatividade, porém nao

apresentavam sequéncias semelhantes, portanto ndo seriam combinaveis. Foram entdo

selecionados trés peptideos para dar continuidade nos testes (FIGURA 9).

FIGURA 9 - Sequéncia dos peptideos com potencial uso para o diagnéstico da esporotricose.

Combinagdo de peptideos em “janela deslizante” em um alvo tnico:

SETPEPAPTPDEAFEL

TESFTPFEEFAFTFPDER

SFDPAFTESFTFPEEA

SEPDPAPTESPTPFEEFAPTPDEAER

Peptideos diferentes, ndo combinaveis em uma janela:

SEPDPDEDEDEREGE
EQPQETPPPPQTEDA

Mo final, 3 peptideos:

Pepl:
Pep2:
Pep3:

SPDPAPTESPTPEPAPTPDEAFR

SEPDPDEDEDPREGE
EQPQPTPPPEQTEDE

O peptideo Pepl, foi denominado de Peptideo PepSPSK.

Os trés peptideos soluveis selecionados na etapa anterior foram sintetizados, e

apresentaram massa molecular conforme o0 QUADRO 2. A espectrometria de massa por

MALDI/ToF foi utilizada para confirmagdo da identidade dos peptideos apds a sintese,
conforme FIGURA 10.

QUADRO 2 - Sequéncia dos peptideos com potencial uso para o diagnostico da esporotricose,

e suas respectivas massas moleculares, confirmadas por MALDI/ToF.

NOME SEQUENCIA N° AA | MASSA MOLECULAR (g/mol)
PepSPSK SPDPAPTPSPTPEPAPTPDPAPA 23 2206,34
Pep2 SEPDPDPDPDPRPGF 15 1635,72
Pep3 EQPQPTPPPPQTPDA 15 1597,77

N° AA= Numero de Aminoéacidos
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FIGURA 10 - Gréfico do MALDI/ToF para a confirmacdo das massas moleculares dos
peptideos sollveis sintetizados. A) PepSPSK B) Pep2 C) Pep3.
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Apos a sintese e confirmacdo dos peptideos, estes seguiram para 0s ensaios de
otimizacdo para o desenvolvimento do teste de ELISA. Foram realizados estudos piloto para
avaliar a melhor diluicdo dos soros (FIGURA 11), a melhor concentracdo dos peptideos
soltveis (FIGURA 12) e do anticorpo secundario (FIGURA 13). Em seguida, também foram

realizados testes utilizando antigeno bruto.



FIGURA 11 - Resultados de teste de ELISA em diferentes dilui¢cdes de pool de soros.
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FIGURA 12 - Resultados de teste de ELISA em diferentes concentragdes dos peptideos

solliveis.
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FIGURA 13 - Resultados de teste de ELISA em diferentes dilui¢cBes do anticorpo secundério.
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Foi selecionada a diluigdo 1:50 para os soros, uma vez que esta apresentou melhor
razdo entre as densidades dpticas dos grupos positivos e negativos.

A concentracdo dos peptideos solUveis selecionada foi de 1000ng/poco, e para diluicdo
do anticorpo secundario foi selecionada a dilui¢do 1:10.000 uma vez que a razdo das densidades
Opticas entre os grupos positivos e negativos foi superior nessa concentracdo e diluicdo,
respectivamente.

Nesse momento, observamos que apenas o0 Peptideo PepSPSK apresentou boa
discriminacdo entre positivos e negativos, enquanto o0s outros dois peptideos nédo diferenciaram
adequadamente entre 0S grupos.

Com isso, apenas 0 peptideo PepSPSK seguiu para a realizacdo dos demais ensaios.
Com base nesses resultados, o teste de ELISA foi padronizado da seguinte forma: diluicdo do
soro 1:50, concentracdo de antigeno 1000ng/poco e diluicdo do anticorpo secundario 1:10.000.
Assim, o presente trabalho conseguiu desenvolver um teste de ELISA indireto e prosseguiu-se
para as etapas de avaliacdo do desempenho analitico do teste.

Para a avaliacdo da sensibilidade analitica foram realizadas dilui¢bes do soro para
verificar a menor concentracdo detectavel de anticorpos anti-Sporothrix brasiliensis (FIGURA
14). Na diluicdo 1:250 ndo houve resposta detectavel, sendo assim, a diluicdo 1:100 foi

considerada como da sensibilidade analitica do teste.

FIGURA 14 - Gréfico representativo da analise de sensibilidade analitica do peptideo sintético
PepSPSK.
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Para avaliar a especificidade analitica, descrita como a capacidade do teste em
diferenciar o analito alvo de possiveis analitos que gerem reagdes cruzadas no teste foi realizado
um ELISA comparativo utilizando pool de soros dos animais positivos para esporotricose e
pool de soros de animais positivos para criptococose. Devido a raridade da amostra e pouca
quantidade de soro obtida, ndo foi possivel realizar a comparacdo com grupo de animais
positivos para leishmaniose. Observamos que o peptideo sintético foi capaz de diferenciar
significativamente entre os grupos (p<0,05), e ressaltamos que o antigeno bruto ndo foi capaz
de diferenciar o pool de soros de animais positivos para esporotricose do pool soros de animais

positivos para criptococose (p>0,05) (FIGURA 15).

FIGURA 15 - Graficos representativos da analise de especificidade analitica do peptideo
sintético PepSPSK e do antigeno bruto de Sporothrix brasiliensis utilizando pool de soros de

gatos domésticos.
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Crypto: Pool de soros de animais positivos para criptococose e negativos para esporotricose.
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ELISA comparativo anti-lgM
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Para avaliacdo preliminar da repetibilidade foram realizados testes variando 0s
operadores e os dias de realizacdo dos ensaios. Obteve-se um coeficiente de variagdo entre 2%
e 19%, conforme observado no QUADRO 3.

QUADRO 3 - Coeficiente de variacdo para avaliacao da repetibilidade do peptideo sintético
PepSPSK e antigeno bruto de Sporothrix brasiliensis para detec¢do de anticorpos anti-

Sporothrix sp. em felinos domésticos.

IgM
Antigeno Grupo | Operador1l | Operador 2 Coeficiente de Variagéo
Positivo 2,2115 2,2600 2,34%
Antigeno Bruto :
Negativo 2,1395 2,1195 4,54%
Positivo 0,9240 0,9820 4,30%
PepSPSK i
Negativo 0,0875 0,1045 12,52%
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19G
Antigeno Grupo | Operador1l | Operador 2 Coeficiente de Variacéo
Positivo 1,9825 2,49175 16,10%
Antigeno Bruto :
Negativo 1,9605 2,41755 14,76%
Positivo 1,2230 1,31900 5,34%
PepSPSK i
Negativo 0,2620 0,34400 19,40%

Para avaliagdo preliminar da reprodutibilidade foram realizados testes em diferentes

laboratdrios, utilizando as mesmas amostras e condi¢fes dos ensaios. Os ensaios foram

realizados no Laboratério de Micologia e Micotoxinas (LAMICO) da Escola de Veterinaria da

Universidade Federal de Minas Gerais e no Laboratorio de Imunologia e Gendmica de Parasitos

(LIGP) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (Quadro

4). O coeficiente de variacdo variou de 16% a 19% demonstrando boa similaridade entre os

testes e, portanto, apresentando boa reprodutibilidade.

QUADRO 4 - Coeficiente de variacao para avaliacdo da reprodutibilidade do peptideo sintético

PepSPSK e antigeno bruto de Sporothrix brasiliensis para detec¢do de anticorpos anti-

Sporothrix sp. em felinos domésticos.

Antigeno Grupo LAMICO ICB Coeficiente de Variagéo
Positivo 3,13775 2,49175 16%
Antigeno Bruto :
Negativo 3,07017 2,41755 16%
Positivo 1,77260 1,38900 17%
PepSPSK i
Negativo 0,46545 0,35400 19%

Observou-se que houve baixa diferenciacdo entre grupos quando utilizado antigeno

bruto de Sporothrix brasiliensis. Como uma forma de aumentar o poder de discriminagéo do

teste de ELISA utilizando antigeno bruto, foi realizado um teste adicionando 100ug/pocgo de
ureia em diferentes tempos (FIGURA 16).
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FIGURA 16 - Grafico de teste de ELISA utilizando antigeno bruto de Sporothrix brasiliensis
com adicéao de ureia 6M por 0, 5, 10 e 20 minutos.
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Notamos que mesmo com a adi¢cdo desta etapa, a diferenciacéo entre os grupos foi
baixa. Foi selecionado o tempo de exposicdo em 10 minutos por apresentar melhor razéo entre
positivos e negativos quando comparado aos outros tempos.

Foi realizado teste de ELISA com adicdo de ureia utilizando peptideo sintético
PepSPSK. Porém, a adicdo de ureia acabou por desligar o peptideo previamente sensibilizado
na placa, ndo sendo possivel a realizacdo desta etapa quando se trata de ELISA utilizando
peptideos sintéticos (FIGURA 17). Embora a adi¢do de ureia tenha aumentado a capacidade
discriminatoria do ELISA usando antigeno bruto, esta ndo foi significativa quando comparado

ao teste de ELISA sem a adigéo desta etapa.
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FIGURA 17 - Gréfico comparativo entre ELISA com peptideo sintético PepSPSK e antigeno

bruto de Sporothrix brasiliensis com etapa de adicdo de ureia (10minutos) e sem a etapa de

adicdo de ureia.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho traz de forma inédita a utilizacdo de peptideos sintéticos, preditos
por ferramentas de bioinformatica, com alto potencial para desenvolvimento e aprimoramento
de métodos diagndsticos da esporotricose felina.

Quando se fala de pesquisa através de novos métodos diagndsticos para uma
enfermidade, a busca por antigenos é de suma importancia para sua utilizacao, desenvolvimento
e validacdo de novos ensaios. A sintese de peptideos que simulam epitopos de proteinas
antigénicas de patdgenos se torna uma alternativa na producdo dos mesmos, além de ser
relatado que o uso de peptideos sintéticos é capaz de aumentar a especificidade de imunoensaios
qguando comparados com técnicas utilizando antigenos brutos (FERRER et al., 2003).

A identificacdo de epitopos de célula B, assim como sua caracterizacdo, Sao
importantes para testes imunolégicos, producdo de anticorpos e desenhos de vacinas. Os
epitopos podem ser identificados por métodos estruturais e funcionais. Os métodos estruturais
envolvem cintilografia de raio-X, ressonancia magnética e microscopia eletrbnica, e
identificam epitopos estruturais definidos por um grupo de atomos ou residuos na proteina
antigénica que contactam atomos ou residuos do anticorpo. Os métodos funcionais ja utilizam
de técnicas como ressonancia em superficie plasmatica, espectrometria de massa, assim como
imunoensaios, incluindo testes de ELISA e testes Western blot, sendo os epitopos constituidos
por residuos que aumentam a ligacdo ao anticorpo (SUNDBERG, MARIUZZA, 2004;
PATTNAIK, 2005).

Uma vez que a identificacdo de epitopos de célula B através de ensaios experimentais
apresenta limitacbes como demora de mapeamentos de alvos, além do elevado custo, a
utilizacdo de ferramentas de bioinformética se mostra uma abordagem eficiente (FERRER et
al., 2003; SAHA, RAGHAVA, 2006; SALIMI et al., 2010).

A bioinforméatica € uma crescente area da ciéncia que utiliza de ferramentas
computacionais para responder e resolver inumeras questdes biologicas, envolvendo areas da
ciéncia da computacdo, biologia, estatistica e matematica. Com as ferramentas de
bioinformatica é possivel analisar genomas, dados de sequéncias biologicas, realizar predi¢do
de funcOes e estruturas macromoleculares, realizar inferéncias a partir de dados de biologia
molecular, fazer conexdes e derivar predi¢cdes. Atualmente foram desenvolvidas varias
ferramentas computacionais capazes de realizar a predi¢do de epitopos de célula B (PETERS
et al., 2005; SAHA, RAGHAVA, 2006; SALIMI et al., 2010).
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Guedes e colaboradores (2019) realizaram a predicao de epitopos de células B in silico
para cepas de Tripanossoma vivax da América do Sul e Africa, onde conseguiram um total de
2278, 3936 e 4062 epitopos lineares de célula B de T. vivax LIEM-176 (Venezuela), T. vivax
IL1392 (Nigeria) e T. vivax Lins (Brasil), respectivamente, com potencial uso em métodos
diagndstico. Costa e colaboradores (2011) utilizaram o programa BepiPred 2.0 para identificar
antigenos de Leishmania chagasi, conseguindo prever 180 peptideos, sendo que destes, 25
demonstraram potencial para uso em sorodiagnostico.

Faria e colaboradores (2011) utilizaram as ferramentas de bioinformatica ABCPred,
BCPred e BepiPred para a busca de epitopos de célula B de Leishmania infantum. selecionando
360 peptideos, dos quais 10 demonstraram maior reatividade e foram utilizados em testes de
ELISA com grande potencial para uso em imunodiagnostico. No presente trabalho, as
ferramentas utilizadas foram capazes de selecionar 231 peptideos de célula B com potencial
uso para desenvolvimento de novos testes diagnosticos para esporotricose, e ao sintetiza-los em
membrana e submeté-los a analise de immunoblotting conseguiu-se selecionar cinco peptideos.

Ao utilizarmos a bioinformatica selecionamos alvos com maior probabilidade de gerar
reatividade em testes de imunodiagndsticos e 0 immunoblotting permite a realizacéo da triagem
destes peptideos selecionados evitando testar cada um individualmente, economizando tempo
e insumos. A possibilidade de sintese desses peptideos permite melhor padronizacéo entre lotes
e sua producdo em larga escala, ndo havendo a necessidade de manutengdo de microrganismos
em laboratério para utilizacdo na producdo de extratos, antigenos brutos ou expressdo de
proteinas. Microrganismos estes que necessitam de observacdo constante, também, para que
ndo haja perda de expressdo de proteina alvo, mutacdo ou morte, prejudicando de forma
significativa a producao de antigenos.

Embora a imunidade inata seja considerada a principal defesa contra agentes fungicos,
sabemos que a imunidade humoral também é importante na resposta do hospedeiro as doencas
(DE ALMEIDA et al., 2014; PORTUONDO et al., 2016). Estudos realizados em modelo
murinos e em pacientes humanos descrevem a presenca de anticorpos 1gG, IgM e IgA durante
0 curso da doenca, porém, 0s mesmos ndo se mantiveram detectaveis ao final do tratamento
(DE BEER et al., 2003; ALMEIDA-PAES et al., 2007a CARNERO et al., 2018). Até o
momento, ndo ha dados da curva de anticorpos 1gG e IgM na espécie felina durante o curso da
infeccdo por Sporotrhrix spp., porém, estudos revelaram a presenca de anticorpos de gatos
naturalmente infectados contra as glicoproteinas Gp60 e Gp70. (LOPEZ-ROMERO et al.,
2011; CARNERO et al., 2018; DE ALMEIDA et al., 2018). Portanto, o desenvolvimento de

novos testes de imunodiagnostico € possivel e uma alternativa frente aos métodos ja existentes,
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sendo necessarios mais estudos a respeito do comportamento das imunoglobulinas em felinos
domesticos.

Com o0 objetivo de demonstrar o potencial uso dos peptideos selecionados para
desenvolvimento de novos testes diagndsticos, o presente trabalho propds o desenvolvimento
de um ELISA. Durante os testes preliminares, o peptideo PepSPSK foi selecionado por
demonstrar boa diferenciacdo entre grupos negativos e positivos, seguindo para etapas de
avaliacdo de desempenho analitico.

O ELISA utilizando o peptideo PepSPSK apresentou boa sensibilidade analitica
preliminar e especificidade, obtendo melhor desempenho quando comparado ao ELISA
utilizando antigeno bruto de Sporothrix brasiliensis. A avaliagdo preliminar de repetibilidade
obteve um coeficiente entre 2% e 19%. Para essa etapa foi considerado como adequado um
coeficiente de variacdo menor que 20%, conforme Jacobson (1998). A avaliacao preliminar da
reprodutibilidade analitica apresentou baixa variacdo entre testes realizados em diferentes
laboratérios, variando entre 16% e 19%, representando boa reprodutibilidade do teste. Para essa
etapa também foi considerado como adequado um coeficiente de variagdo menor que 20%.

Foi realizado um ELISA indireto comparativo de forma a avaliar o desempenho do
Peptideo PepSPSK na diferenciacdo entre animais positivos para esporotricose, animais
negativos e animais positivos para criptococose. A criptococose entra como diagndstico
diferencial da esporotricose por ser uma doenca flngica que apresenta lesdes semelhantes as da
esporotricose, principalmente em seu estagio inicial (SANTOS et al., 2018). O peptideo
apresentou boa capacidade discriminatoria e desempenho melhor quando comparado ao ELISA
utilizando antigeno bruto de Sporothrix brasiliensis.

Com a preocupacdo para a producdo de testes diagnosticos mais rapidos e eficientes
para a esporotricose, alguns grupos se dedicaram ao estudo do desenvolvimento de testes de
ELISA. Bernardes-Engemann et al. (2005) desenvolveram um ELISA utilizando SsCbF, que é
descrito como uma preparacao antigénica purificada da parede celular de S. schenckii. Esse
ELISA visou o diagnostico da esporotricose humana. Em 2015, Bernardes-Engemann e
colaboradores repetiram o experimento com ELISA, desta vez utilizando SsCbF purificado.
Almeida-Paes e colaboradores (2007b) também desenvolveram um ELISA visando o
diagndstico em humanos, porém utilizando extrato bruto de cultivo de S. schenckii em sua
forma filamentosa. Alvarado e colaboradores (2015) desenvolveram um ELISA utilizando
antigeno bruto de S. schenckii obtido de sua forma filamentosa para pacientes humanos
infectados por S. schenckii. Coelho e colaboradores (2019) padronizaram um ELISA utilizando

antigeno bruto de S. schenckii e avaliaram os efeitos da utilizacdo de solucdo de ureia 6M de
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forma a melhorar o desempenho em testes de ELISA diminuido reagBes cruzadas e
inespecificas. Fernandes e colaboradores (2011) padronizaram um ELISA para diagndstico da
esporotricose felina utilizando o antigeno purificado SSCBF e extrato bruto de exoantigeno.

Como uma forma de aumentar a capacidade discriminatoria no ELISA utilizando
antigeno bruto de Sporothrix brasiliensis, foi incluida uma etapa de adicdo de ureia. A ureia
possui a capacidade de quebrar reagdes inespecificas entre o antigeno e anticorpo, o que visa
diminuir a ocorréncia de reacGes cruzadas e aumentar a sensibilidade do teste.

No presente estudo, o antigeno bruto foi produzido a partir de amostras de Sporothrix
brasiliensis. A espécie foi escolhida por ser considerada a espécie mais patogénica, com maior
predominancia em territorio nacional e por estar relacionada a transmissdo zoondtica da
esporotricose (RODRIGUES et al., 2020). O ELISA de antigeno bruto, mesmo apds a etapa de
adicdo de ureia ndo foi capaz de boa diferenciacao entre pool de animais negativos do pool de
animais positivos. Uma possivel explicacdo para esse fato seria pelo Sporothrix brasiliensis
produzir além da glicoproteina Gp70, a glicoproteina Gp60. Essa glicoproteina (Gp60), descrita
somente na espécie Sporothrix brasiliensis € altamente imunogénica e expressa em grandes
quantidades por essa espécie (DE BEER et al., 2003; CASTRO et al., 2013), o que pode ter
causado reacOes inespecificas e consequente diminuicdo do poder discriminatério do teste de
ELISA, sendo necessario mais estudos para otimizacao e producdo de um ELISA de antigeno
bruto de Sporothrix brasiliensis. A adi¢do de ureia no ELISA utilizando peptideo soltvel ndo
se mostrou vidvel uma vez que este desligou da placa. A adicdo dessa etapa apresenta a
desvantagem por aumentar o tempo de realizacdo do teste e a quantidade de insumos.

Até o momento, apenas um ELISA foi desenvolvido visando a espécie felina, sendo o
diagndstico em gatos domésticos tdo importante para controle da doenca na populagdo. O
presente trabalho demonstrou que o peptideo sintético predito por ferramentas de
bioinformaética, PepSPSK, possui alto potencial para seu uso em testes diagnosticos soroldgicos
da esporotricose felina. O trabalho também desenvolveu um teste de ELISA indireto utilizando
0 peptideo PepSPSK com boa performance nas avaliacdes preliminares de desempenho
analitico O ELISA utilizando o peptideo soltvel apresenta vantagens quando comparado aos
demais testes ELISA ja desenvolvidos até 0 momento, por ndo necessitar da manutencdo de
culturas do fungo ou de microrganismos em laboratorio para producéo e expressao de proteinas;
pelo peptideo poder ser produzido em grande escala e com maior uniformidade entre lotes; alem
de possibilitar o uso do peptideo para desenvolvimento de novos testes para esporotricose em

diferentes espécies animais.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho descreveu o peptideo sintético predito por ferramentas
bioinformatica, PepSPSK, como potencial antigeno para desenvolvimento de novos testes
diagndstico da esporotricose felina. Ressalta-se que os resultados apresentados foram obtidos
com amostras de animais naturalmente infectados e animais sadios de vida livre e/ou semi-
domiciliados, representando o que seria uma amostragem encontrada na populacéo.

Além disso, dados preliminares de repetibilidade, reprodutibilidade, sensibilidade e
especificidade analitica do teste de ELISA utilizando o peptideo PepSPSK, mostraram que 0
teste foi capaz de diferenciar entre animais positivos e negativos, e, também, foi capaz de
diferenciar de animais com criptococose, diagnostico diferencial da esporotricose. Vale
ressaltar que o peptideo PepSPSK ainda apresenta potencial para desenvolvimento de testes
diagndstico abrangendo outras espécies animais.

Nesse estudo completou-se as etapas necessarias para avaliacdo preliminar de
desempenho para desenvolvimento de um novo teste diagndstico. Porém, sdo necessarios mais
estudos antes que o produto possa ser disponibilizado para o mercado. O grupo pretende dar
continuidade nesses estudos, realizando a validacdo completa do teste ELISA, além de
desenvolver e validar um teste de imunoensaio em fluxo lateral para esporotricose utilizando o
peptideo PepSPSK.
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APENDICE A - Caracterizagio das amostras utilizadas para o desenvolvimento de testes

diagndsticos da esporotricose felina.

continua
Amostra Tipo Sintomatologia clinica | Confirmacao de diagndstico
Sporothrix 01 Ar?lr_n_al Forma C_:utanea Cultura e isolamento/ Citologia
domiciliado Localizada
Sporothrix 02 Ar?lr_n_al Forma C_:utanea Cultura e isolamento/ Citologia
domiciliado Localizada
Sporothrix 03 Ar?lr_n_al For_ma C_utanea Cultura e isolamento/ Citologia
domiciliado Disseminada
Sporothrix 04 .A“'”Ta! . For_ma C_utanea Cultura e isolamento/ Citologia
semi-domiciliado Disseminada
Sporothrix 05 .A“'”!a! . For_ma Cl_Jtanea Cultura e isolamento/ Citologia
semi-domiciliado Disseminada
Sporothrix 06 .Anlm_a! . For.ma C_utanea Cultura e isolamento/ Citologia
semi-domiciliado Disseminada
Sporothrix 07 .Anlm_a! . For.ma C_utanea Cultura e isolamento/ Citologia
semi-domiciliado Disseminada
Sporothrix 08 .Anlm_a! . For.ma C_utanea Cultura e isolamento/ Citologia
semi-domiciliado Disseminada
Sporothrix 09 .Anlm_a! . For.ma C_utanea Cultura e isolamento/ Citologia
semi-domiciliado Disseminada
Sporothrix 10 .Anlm_a! . For.ma C_utanea Cultura e isolamento/ Citologia
semi-domiciliado Disseminada
Sporothrix 11 Ar)lr_n_al For_ma C_utanea Cultura e isolamento/ Citologia
domiciliado Disseminada
Sporothrix 12 .A“'”Ta! . Forma C_:utanea Cultura e isolamento/ Citologia
semi-domiciliado Localizada
Sporothrix 13 .A“'”Ta! . Forma C_:utanea Cultura e isolamento/ Citologia
semi-domiciliado Localizada
Sporothrix 14 .A“'”Ta! . Forma C_:utanea Cultura e isolamento/ Citologia
semi-domiciliado Localizada
Sporothrix 15 .A“'”Ta! . Forma C_:utanea Cultura e isolamento/ Citologia
semi-domiciliado Localizada
Sporothrix 16 .A“'”!a! . Forma C_:utanea Cultura e isolamento/ Citologia
semi-domiciliado Localizada
Sporothrix 17 Ar)lr_ngl Forma (?utanea Cultura e isolamento/ Citologia
domiciliado Localizada
Sporothrix 18 Af"m"!' de For_ma C_utanea Cultura e isolamento/ Citologia
vida livre Disseminada
Sporothrix 19 Af"m"!' de For_ma C_utanea Cultura e isolamento/ Citologia
vida livre Disseminada
Sporothrix 20 Af"m"!' de For_ma C_utanea Cultura e isolamento/ Citologia
vida livre Disseminada
Sporothrix 21 Af"m"!' de For_ma C_utanea Cultura e isolamento/ Citologia
vida livre Disseminada
Sporothrix 22 Af"m‘%' de For_ma C_utanea Cultura e isolamento/ Citologia
vida livre Disseminada
Sporothrix 23 A.”'”‘"’T' de For_ma Cytanea Cultura e isolamento/ Citologia
vida livre Disseminada
Sporothrix 24 A.”'”‘"’T' de For_ma Cytanea Cultura e isolamento/ Citologia
vida livre Disseminada
Sporothrix 25 AP'm"’!' de For_ma C_utanea Cultura e isolamento/ Citologia
vida livre Disseminada
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continuacéo

Cryptococcus 01 -Anlm_a! . Ceratoconjuntivite Cultura e isolamento
semi-domiciliado
Cryptococcus 02 -Anlm_a! . Acometimento Cultura e isolamento
semi-domiciliado tegumentar
Cryptococcus 03 _Anlm_a! . No6dulo em regido de pescogo Cultura e isolamento
semi-domiciliado
. . Animal de Acometimento
Leishmaniose 01 vida livre tegumentar PCR
Leishmaniose 02 .A”'”?a! . Acometimento PCR
semi-domiciliado tegumentar
Sadio 01 A_nlma_\l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 02 A_nlma_\l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 03 A_nlma_\l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 04 A_nlma_\l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 05 Aplma}I de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 06 A_nlma}l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 07 A_nlma}l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 08 A_nlma}l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 09 A_nlma}l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 10 A_nlma}l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 11 A_nlma_\l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 12 A_nlma_\l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 13 A_nlma_ll de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 14 A_nlmql de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 15 A_nlmql de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 16 A.”'m?' de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 17 A_mma}l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 18 A_mma}l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 19 A_mma}l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 20 A_mma}l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 21 Amma}l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 22 AP'm"’}' de Nenhuma Nenhuma
vida livre
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conclusao
Sadio 23 A_nlma}l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 24 A_nlma_ll de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 25 A_nlma}l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 26 A_nlma}l de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 27 A_nlma_ll de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 28 A_nlma_ll de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 29 A_nlma_ll de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 30 A_nlma_ll de Nenhuma Nenhuma
vida livre
Sadio 31 .A“'”!a! . Nenhuma Nenhuma
semi-domiciliado
Sadio 32 .A“'”!a! . Nenhuma Nenhuma
semi-domiciliado
Sadio 33 _Anlm_a! . Nenhuma Nenhuma
semi-domiciliado
Sadio 34 _Anlm_a! . Nenhuma Nenhuma
semi-domiciliado
Sadio 35 _Anlm_a! . Nenhuma Nenhuma
semi-domiciliado
Sadio 36 _Anlm_a! . Nenhuma Nenhuma
semi-domiciliado
. Animal
Sadio 37 semi-domiciliado Nenhuma Nenhuma




