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Resumo:A esporotricose felina € uma zoonose causada por fungos do género Sporothrix e
representa um importante problema de salde publica. Este trabalho tem como objetivo
identificar moléculas antigénicas e anticorpos especificos para a padronizacdo de um
ensaio diagnostico. Serdo utilizadas cepas de Sporothrix spp., antigenos flngicos e soros
felinos positivos e negativos. Espera-se contribuir para o desenvolvimento de um
diagnostico mais rapido e especifico da doenca.
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INTRODUCAO
A esporotricose é uma condicdo causada por um fungo
patogénico do género Sporothrix e se caracteriza
como uma zoonose de importancia médica, se trata de
uma micose cutanea e nota-se ser um fungo de alta
viruléncia (Nascimento; Pinto, 2022).

E uma patologia fingica, provocada geralmente
pelo fungo da espécie Sporothrix schenckii em gatos,
que se implanta na pele de maneira traumatica por
meio de mordidas, arranhdes e lesGes gerais, mas
também pode afetar o sistema linfatico, e acomete em
grande maioria felideos em idade reprodutiva com
acesso a ambientes externos onde estdo outros animais
contaminados, como as ruas (Santos et al., 2023).

Considerada uma doenca endémica, pelo fato de
seus agentes etiologicos estarem dispersos no
ambiente onde se multiplicam, e por seus aspectos de
manifestagdo como os atributos clinicos, ecologia e
epidemiologia serem diferentes variando do ambito
geogréafico em que se encontra, se destaca também por
sua via de contaminagdo ndo ser por fluidos
pulmonares como muitas das zoonoses de importancia
médica (Lima; Guerra, 2023).

Sua distribuicdo da-se principalmente em regides
tropicais e subtropicais, ocorrendo em maior nimero
no Brasil e no México, e também pode infectar seres
humanos, caninos, equinos, artropodes, aves,
primatas, suinos, animais de vida livre, porém, afeta
principalmente os felinos, e por isso, estes ultimos
geram grande preocupa¢do no meio veterinario e
médico geral, por sua capacidade de proliferagdo da
doenga (Martignago; Assis; Krolikowski, 2024).
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Em contrapartida, os métodos de diagndéstico
como as culturas micolégicas tem se evidenciado um
pouco lentos comparados ao crescimento de casos da
doenca, 0 que torna viavel meios mais eficazes e
rapidos de analise dos casos, ja 0s ensaios soroldgicos
mostram-se mais rapidos, porém, o antigenos
precisam ser padronizados para tal utilizagdo, pois
apresentam variacdo, como comumente observado
(Sarrassini et al., 2025).

MATERIAL E METODOS
1.0 Cultivo do fungo

As cepas de Sporothrix spp. serdo inoculadas
em 4gar Sabouraud dextrose acrescido com
cloranfenicol e incubados a 25 °C por dez dias. Caso a
morfologia esteja correta, os fungos serdo inoculados
em agar BHI, que serd mantido em temperatura de 37
°C por sete dias.

1.1 Extracgdo de proteinas

Os antigenos Sporothrix spp. brutos serdo
obtidos utilizando procedimento semelhante ao
descrito por Camargo et al. (1988), porém utilizando
as cepas de Sporothrix spp. Apds a inativacdo, as
células serdo rompidas em tampdo contendo
inibidores de proteases e 0 antigeno bruto obtido por
apos centrifugacao.

As amostras serdo caracterizadas
bioquimicamente através da determinacdo de massa
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molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida
com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).

1.2 Obtencéo de soros

De acordo com o planejamento experimental
previamente realizado, sera necessario 32 amostras
positivas de cada local de analise, € 0 mesmo nimero
de amostras negativas.

O trabalho com amostras de soros animais foi
analisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Secretaria de Saude/Centro de
Producdo e Pesquisa de Imunobioldgicos (CEUA
SESAJ/CPPI) sob o parecer n° 10.2022.

Para o controle alguns animais, como coelhos
poderdo ser imunizados através de via subcutanea com
antigenos a serem selecionados e purificados durante
0 projeto.

1.3dentificacdo de antigenos e anticorpos

Para identificar as moléculas antigénicas sera
utilizado o antigeno bruto de Sporothrix spp., ou ainda
as proteinas purificadas ap6s procedimentos
cromatograficos, em imunoensaios. Esses
imunoensaios consistem na realizacdo de imunoensaio
de adsorcao enzimética (do inglés, ELISA) ou ainda
Western blot.

Para o ELISA, o antigeno serd adsorvido em
uma microplaca de 96 pocos, que ap6s o bloqueio, serd
incubada com soros de gatos (positivos e negativos),
seguido pela incubacdo com um anticorpo conjugado
a uma enzima, de forma que seja possivel deteccéo a
imunorreacdo (Wild, 2013).

Para o Western blot, serd realizada uma SDS-
PAGE com as amostras protéicas, as quais serdo
transferidas para membrana de nitrocelulose ou
difluoreto de polivinilideno (PVDF). Em seguida, sera
realizado um procedimento semelhante ao ELISA,
composto por: bloqueio, lavagens, incubagdo com
soros e anticorpo conjugado, e revelagdo. Dessa
forma, serdo identificadas as moléculas antigénicas.

O spot-synthesis consiste em uma técnica
similar ao Western blot, mas utiliza uma membrana
que contém peptideos sintetizados diretamente na
membrana. Essa membrana foi previamente
sintetizada para o desenvolvimento do trabalho.

1.4 Padronizacéao do ensaio

Para a padronizacdo do ensaio, as varidveis
relevantes serdo alteradas de acordo com um
planejamento experimental a ser realizado de acordo

com os valores dos ensaios preliminares.

1.5 Analise estatistica
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Para analisar os resultados serd utilizado o
modelo mais adequado, podendo ser o teste T de
Student simples, quando a distribuigéo foi normal; e o
teste de Wilcoxon, quando a distribuicdo foi ndo-
paramétrica, ou ainda a analise de variancia
(ANOVA).

Para se determinar o cut-off dos ensaios de
padronizacao sera realizada uma curva ROC de forma
a balancear os valores tanto de especificidade quanto
sensibilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Espera-se identificar epitopos e moléculas
antigénicas capazes de reconhecer especificamente a
esporotricose  felina,  contribuindo para o
desenvolvimento de métodos diagndsticos mais
precisos. Também se espera obter anticorpos que
possam ser utilizados como controles positivos e em
diferentes diagndsticos imunoquimicos. Além disso, a
padronizacdo das condi¢fes do ensaio, incluindo
moléculas utilizadas, concentracdes, tipo de amostra e
diluigBes, podera fornecer parametros adequados para
um diagnostico mais sensivel e especifico da doenca.

Os resultados encontrados por Lazameth-
Diniz et al. (2025) estdo em concordancia com o que
se deseja nesta pesquisa, onde utilizaram técnicas
baseadas em PCR para identificar Sporothrix
Brasiliensis em felinos da regido Amazbnica,
corroborando com a importancia de encontrar
métodos especificos e eficientes para diagnosticar a
doenca.

CONCLUSAO

Ao término da pesquisa espera-se encontrar
nos resultados obtidos auxilio no aprimoramento das
técnicas de diagnostico da doenca esporotricose felina.
E conclui-se de antemdo que a identificacdo de
epitopos e moléculas antigénicas do fungo do género
Sporothrix spp. tem potencial alto para contribuicdo
no desenvolvimento de novos diagnésticos mais
eficazes e rapidos, evidencia-se também que os
resultados serdo de grande ajuda para agles de
vigilancia e controle em saude publica e animal.
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