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Resumo 

A esporotricose é uma micose subcutânea aguda ou crônica causada por fungos 

termodimórficos do complexo de espécies de Sporothrix schenckii e pode acometer tanto 

animais como seres humanos. A doença tem distribuição mundial e no Brasil se tornou 

endêmica, sendo S. schenckii e S. brasiliensis as duas espécies patogênicas maisrelacionadasà 

transmissão zoonóticaassociada principalmente ao gato.  O tratamento convencional com 

antifúngicos é demorado e tem muitos efeitos adversos, especialmente em pacientes com 

imunocomprometidos. Logo, nos últimos anos tem-se focado a atenção sobre os componentes 

da parede celular de espécies do complexo Sporothrixque possam estar envolvidos na sua 

virulência, para serem utilizados como potenciais alvos antigênicos nodiagnóstico e 

terapêutica contra a esporotricose. Recentemente, nosso grupo de trabalho demonstrou que 

um soro obtido em camundongos imunizados com um extrato de proteínas da superfície 

celular (PSC) de S. schenckii foi imunorreativo contra a enolase contida nesse extrato e uma 

outra proteína de função desconhecida. A capacidade desse soro de potencializar a fagocitose 

e inibir a adesão do fungo aos fibroblastos in vitro, e ainda a proteção por transferência 

passiva em animais infectados pelo fungo foi atribuída à sua atividade ligante de 

enolase.Diante disto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da enolase na adesão de S. 

schenckii ATCC 16345 e S. brasiliensis (Ss250 e Ss256) a fibroblastos assim como suas 

propriedades imunogênicas. A enolase de S. schenckii(rEno) foi obtida por via recombinante 

em Escherichia coli com alto grau de pureza, conferido por cromatografia de afinidade e 

exclusão molecular. O immunoblottig revelou a especificidade do soro anti-rEno e mostrou a 

reatividade desse soro com uma banda de proteína próxima a 50 kDa presente na PSC de 

Ss250 e Ss256. A enolase presente nessa banda e suas possíveis isoformas foram confirmadas 

por espetrometria de massas e eletroforese bidimensional, respectivamente. O alto título de 

anticorpos induzidos em camundongos contra a enolase em formulação ou não com o 

adjuvante de Freund revelou a imunogenicidade desta proteína.  O soro anti-rEno foi capaz de 

reduzir a adesão das leveduras de S. schenckii e S. brasiliensisa fibroblastos assim como 

potencializar a fagocitose das mesmas por macrófagos peritoneais. Esses resultados, unidos à 

capacidade de ligação da enolase a fibronectina e ao plasminogênio sugeremque a enolase de 

Sporothrix spp além de ser imunogênica pode estar envolvida na virulência do fungo, 

tornando-a um alvo relevante de estratégias vacinais e/ou terapêuticas na proteção contra a 

esporotricose. 

Palavras-chave: Sporothrix.Enolase.Adesão.  



Abstract 

Sporotrichosis is an acute or chronic subcutaneous mycosis caused by thermodimorfic fungi 

from the Sporothrix schenckii species complex that can affect both humans and other animals. 

The disease is amply distributed worldwide and endemic in Brazil, with S. schenckii and S. 

brasiliensis being the two pathogenic species most associated to the zoonotic transmission 

which, in turn, involves mainly the domestic cat. The conventional antifungal therapy takes 

long and has adverse effects, especially in immunocompromised patients. In light of this, 

attention has been focused in recent years on the cell wall components of species from the 

Sporothrix complex that could be involved in their virulence, so that they could be used as 

potential antigenic targets in the diagnosis and therapy of sporotrichosis. Recently, we showed 

that a serum obtained from mice which had been immunized with a S. schenckii cell surface 

protein (CSP) extract reacted with enolase, found in the extract, and another protein of 

unknown function. The capacity of this serum to enhance phagocytosis and inhibit adhesion 

of the fungus to fibroblasts in vitro, as well as the protection afforded upon its passive 

transference into infected mice, was attributed to its enolase-binding activity. In face of the 

above, this study aimed to assess both the immunogenic properties and the role played by 

enolase in S. schenckii ATCC 16345 and S. brasiliensis (Ss250 and Ss256) adhesion to 

fibroblasts. The S. schenckii enolase (rEno) was obtained through the recombinant route in 

Escherichia coli in a highly purified form, as determined by both affinity and molecular 

exclusion chromatography. The specificity of the anti-sEno serum and its reactivity with a 

~50 kDa protein band among the CSP from Ss250 and Ss256 was confirmed by 

immunoblotting. The presence of enolase in this band and the existence of possible isoforms 

were shown by mass spectrometry and two-dimensional electrophoresis, respectively. 

Moreover, the high anti-rEno titers induced in mice upon immunization with rEno alone or 

formulated with Freund’s adjuvant showed that enolase is immunogenic. Furthermore, the 

anti-rEno serum was able to decrease the adhesion of S. schenckii and S. brasiliensis yeasts to 

fibroblasts, as well as to enhance their phagocytosis by peritoneal macrophages. These results, 

together with the fibronectin- and plasminogen-binding activity of enolase, suggest that the 

Sporothrix sppenolase, besides being immunogenic, may have a role in the virulence of these 

fungi, making it a relevant target for therapeutic and/or vaccine strategies against 

sporotrichosis. 

Keywords: Sporothrix.Enolase.Adhesion. 
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1. Introdução 

A esporotricose é umamicose granulomatosa aguda ou crônicaque embora seja 

distribuída por todo o mundo, está presenteespecialmente em zonas tropicais e subtropicais 

acometendo animais e seres humanos (MARIMON et al., 2007, 2008; MESSIAS et al., 2013; 

LOPES-BEZERRA et al., 2006; ROMEO & CRISEO, 2013; OLIVEIRA et al., 2014). 

Baseado em estudos moleculares e de aspectos fisiológicos foi estabelecidoque o agente 

causal da doença éum complexo de espécies Sporothrix schenckii (LOPES-BEZERRA et al., 

2006; MARIMON et al., 2007, 2008, b; OLIVEIRA et al., 2014; TÉLLEZ et al., 2014) que 

inclui: Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix mexicana, Sporothrix luriei, 

Sporothrix pallida e S. schenckii sensu stricto (ALMEIDA-PAES et al., 2009; OLIVEIRA et 

al., 2014).  

As duas espécies mais patogênicas do complexo têm sido associadas às áreas 

endêmicas: S. schenckii e S. brasiliensis (ALMEIDA-PAES et al., 2012; CASTRO et al., 

2013; ALMEIDA-PAES et al., 2014), sendo S. brasiliensis o agente etiológico prevalente da 

esporotricose felina no Brasil, especialmente no Rio de Janeiro, onde a doença assumiu 

proporções epidêmicas (de LIMA BARROS et al., 2010; ALMEIDA-PAES et al., 2012; 

RAMOS-E-SILVA et al., 2012; BORGES et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013a; 

RODRIGUES et al., 2013b). 

A infecção geralmente ocorre através de inoculação pós-traumáticas dos fungos, 

presentes nos solos, plantas e materiais orgânicos contaminados (LA HOZ et al., 2012) ou 

através da transmissão zoonóticaapós inoculaçãopor arranhões, mordidasou contato com 

animais infectados (MARIMON et al., 2007; RAMOS-E-SILVA et al., 2007; CRUZ, 2013; 

LLORET et al., 2013).Dependendo da rota de infecção e estado imunológico do hospedeiro 

(ARENAS, 2005; KONG et al., 2006;FERNANDES et al., 2013) as manifestações clínica da 

esporotricose podem se apresentar como: cutânea fixa, linfocutânea, cutânea disseminada ou 

extracutânea geralmente associada a pacientes imunocomprometidos (TRAVASSOS & 

LLOYD,1980; BARROS et al., 2010), sendo a linfocutânea a mais freqüente e 

(BERNARDES-ENGEMANN et al., 2009)caracterizada por lesões ulcerativas, ao longo dos 

vasos linfáticos (LYON et al., 2003).  

O tratamento desta micose com antifúngicos convencionaisé demorado e tem muitos 

efeitos adversos (BARROS et al., 2010). Neste sentido, nos últimos anos tem-se focado a 

atenção sobre os componentes da parede celular de espécies do complexo Sporothrix que 

possam estar envolvidos na sua virulência, como por exemplo, a enolase uma proteína 
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preditarecentemente como uma adesina de S. schenckii e S. brasiliensis (PORTUONDO et al., 

2016) que pode ser utilizada como potencial alvo antigênico no diagnóstico e terapêutica 

contra a esporotricose (ALBA-FIERRO et al., 2014). 

2. Revisão de literatura 

2.1. Esporotricose e Sporothrix spp. 

Doenças causadas por fungos oportunistas são um problema crescente de saúde 

pública, especialmente para indivíduos imunocomprometidos. A esporotricose é uma micose 

subcutânea aguda ou crônica que acomete animais e seres humanos, a mesma é causada por 

fungos termodimórficos do complexo de espécies Sporothrix schenckii (MARIMON et al,. 

2007, 2008). Em 1898, Benjamin Schenck (SCHENCKI B., 1898) descreveu um fungo 

isolado de lesões cutâneas de um quadro patológico semelhante ao típico da esporotricose. 

Dois anos depois, Hektoen e Perkins (HEKTOEN & PEERKINS, 1900) classificaram o fungo 

observado por Schenck como Sporothrix schenckii. As primeiras informações sobre esse 

fungo no Brasil foram feitas por Lutz e Splendore, em 1907, quando relataram os primeiros 

casos de esporotricose em pacientes brasileiros (LUTZ & SPLENDORE, 1907). 

Recentemente, com base em estudos moleculares, morfológicos e fisiológicos, as espécies de 

interesse clínico têm sido agrupadas em diferentes clades: S. brasiliensis (Clade I), S. 

schenckii sensu stricto (Clade IIa e Clade IIb), S. globosa (Clade III), e S. luriei (Clade VI) 

(ZHOU et al., 2014), S. mexicana (Clade IV) e S. pallida (Clade V) identificadas como menos 

relacionadas à clínica (RODRIGUES et al, 2013a). 

Sporothrix schenckii é um organismo eucariótico, sem mobilidade e heterotrófico 

(BARROS et al., 2011). Taxonomicamente, as espécies pertencem aoreino Fungi,filo 

Ascomycota, classe Pyrenomycetes, ordem Ophiostomatales, família Ophiostomataceae e 

gênero Sporothrix  (GUARRO et al., 1999; ROMEO & CRISEO, 2013). Os fungos do 

complexo S. schenckii são saprófitas ambientais que podem ser isolados a partir do solo e 

plantas contaminados (BARROS et al. 2011). Quando encontrados em solo rico em celulose, 

temperatura entre 25 e 30º C, pH entre 3,5 e 9,4, e alta umidade (NORIEGA et al., 1993), 

apresenta-se na forma miceliar caracterizado por hifas hialinas finas, regularmente septadas, 

com conídios de 1-2µm de diâmetro, ovais, piriformes ou alongados (LOPES-BEZERRA et 

al., 2006). À temperatura de 35º C a 37º C os fungos do complexo S. schenckii crescem em 

forma de leveduras, as quais são fusiformes e ovóides ou também observadas como células 
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alongadas de diferentes formas, geralmente descritas como elementos unicelulares em forma 

de “charutos”. (NICOT & MARIAT, 1973; GHOSH et al., 2002).  

2.2. Epidemiologia 

Atualmente, estudos utilizando métodos moleculares ou de seqüenciamento de 

genomas melhoraram a compreensão sobre a diversidade genética e relações filogenéticas 

entre os organismos, e também facilitaram a identificação de novas espécies ou o 

reconhecimento delas fora das regiões tradicionais de endemicidade (SCHWARTZ et al., 

2016).Entre as doenças causadas por fungos dimórficos, a esporotricose destaca-se por ter 

uma endemicidade muito difundida, os agentes etiológicos distribuídos no meio ambiente e 

possui características clínicas que variam entre as regiões geográficas (CHAKRABARTI et 

al., 2015). 

Baseado em estudos filogenéticos, foram classificadas as seis espécies do complexo 

Sporothrix (MARIMON et al., 2006,2008) as quais diferem um pouco na sua distribuição 

geográfica, por exemplo, Sporothrix globosa é encontrada em todo o mundo, descrita em 

amostras clínicasna Europa (Reino Unido, Espanha, Itália), Estados Unidos, América do Sul 

(México, Guatemala, Colômbia),e Ásia (Índia, China, Japão) (YU et al., 2013; 

CHAKRABARTI et al., 2015). Semelhantemente, S. schenckii sensu stricto também tem 

ampla distribuição geográfica e foi isolado das Américas (Argentina, Bolívia, Brasil, 

Colômbia, Guatemala, México, Peru, Estados Unidos, Venezuela), Europa (França, Itália, 

Reino Unido), África (África do Sul) e Ásia (Japão) (RODRIGUES et al., 2014). Enquanto 

que Sporothrix brasiliensis é uma espécie emergente restrita ao Brasil e altamente patogênica 

para os seres humanos e animais (RODRIGUES et al., 2013b).Vários países da América 

Latina, como México, Venezuela, Uruguai, Colômbia e Peru, apresentam uma elevada 

incidência e prevalência da esporotricose (RODRIGUES et al., 2013a; CARLOS & 

BATISTA-DUHARTE, 2015) que de modo geral é comumente encontrada em regiões 

tropicais e subtropicais (BARROS et al., 2011) embora surtos e casos isolados são reportados 

por todo o mundo (RODRIGUES et al., 2013a). 

Recentemente, foi relatado um surto de esporotricose na região sudeste do Brasil e S. 

brasiliensis descrita como a causadora (RODRIGUES et al., 2013b), essa espécie é 

considerada a mais patogênica dentro do complexo Sporothrix para os seres humanos e 

animais (ALMEIDA-PAES et al., 2012, 2014; CASTRO et al., 2013;RODRIGUES et 

al.,2013). No Brasil, especialmente no estado do Rio de Janeiro a esporotricose tem se 
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tornado uma zoonose endêmica e um importante problema de saúde pública, tendo o gato 

como a principal fonte de infecção (RODRIGUES et al., 2013b). A esporotricose também tem 

sido encontrada em outros estados como: Minas Gerais (de SOUZA BARROS et al., 

2013),Rio Grande do Sul (MADRID et al., 2007) e São Paulo, porém em menor proporção. 

No Estado de São Paulo há relatos de casos eventuais, sendo que no período de 1956 a 2001 

foram identificados 51 casos em gatos e 15 em pacientes humanos (NOBRE et al., 2001). No 

município de São Paulo, 25 gatos com esporotricose foram atendidos no Hospital Veterinário 

da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo 

(FMVZ/USP), no período de 1986 a 2002 e entre 1993 a 2011 foram relatados 29 gatos mais 

oito cães diagnosticados no mesmo hospital (ROSSI et al., 2013). Em um estudo feito entre 

2011 e 2013 na região do Distrito Administrativo de Itaquera, São Paulo, do total de 1.463 

domicílios pesquisados, em 77 (5,3%) foi detectada a presença de 114 felinos com 

esporotricose. Destes, 68,4% foram confirmados laboratorialmente e 31,6% dos casos por 

critério clínico epidemiológico. O número de humanos e de cães com esporotricose 

identificados neste estudo foram 12 e 1, respectivamente (SILVA et al., 2015). 

Em um estudo do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas, no Rio de Janeiro, 

Brasil, 83% dos pacientes e 85% dos cães estudados tiveram contato com gatos, 56% dos 

humanos relataram ter sido mordido ou arranhado por um gato com esporotricose 

anteriormente à ocorrência da doença (SCHUBACH et al., 2008). Noutro estudo, foi relatado 

que S. brasiliensis é altamente prevalente entre os gatos (96,9%) e que os genótipos dos 

fungos isolados dos gatos foram idênticos aos de S. brasiliensis de seres humanos 

(RODRIGUES et al., 2013b). Neste estado, entre os anos 1998 e 2009, o instituto 

diagnosticou a esporotricose em aproximadamente 2200 seres humanos e 3244 gatos 

(BARROS et al., 2010). Por conseguinte,S. brasiliensis tem sido significativamente associado 

a transmissão por gatos (ZHANG et al., 2015). 

Segundo a Secretaria de Estado de Saúde do Rio de Janeiro, analisando o banco de 

Sistema Nacional de Agravos de Notificação (SINAN/RJ), foram confirmados 830 casos de 

esporotricose entre os anos 2013 e 2014, evidenciando o aumento progressivo da incidência 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  

Mais recentemente, foi divulgado o Boletim Epidemiológico Esporotricose 007/2016 o 

qual informa que durante os anos de 2013 a 2016 foram notificados 3.377 casos suspeitos de 

esporotricose no Estado do Rio de Janeiro. Durante este período o percentual de confirmação 

dos casos, tanto laboratorial quanto clínico epidemiológico, se manteve acima de 60%. Dentre 
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os casos confirmados foi observada uma elevada prevalência em pessoas do sexo feminino. E 

além disso, foi reiterado que a endemia de esporotricose humana não apresenta um aumento 

no número absoluto de casos, mas sim uma expansão geográfica da doença no Estado do Rio 

de Janeiro, refletindo um aumento do número de municípios com notificação de casos 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016). Outro dado relevante é que neste estado a doença 

acomete principalmente populações pobres,  de regiões com dificuldades socioeconômicas e 

ambientais que têm uma determinada condição de pavimentação incompleta, casa com jardim, 

solo exposto, com presença de lixo, mato e entulho, condições propícias para a criação de 

roedores e consequentemente presença de felinos, que no caso, são os gatos relatados como 

um método eficaz para manter o controle de roedores (de LIMA BARROS et al., 2010; 

SILVA et al., 2012, 2015). Um indicativo de transmissão domiciliar da doença, tendo o gato 

como transmissor, é que a esporotricose vem se manifestando principalmente em mulheres na 

idade adulta produtiva, porém fora do mercado de trabalho (SILVA et al., 2012).  

2.3. A infecção e as formas clínicas 

A infecção geralmente ocorre através da via clássica de transmissão que é a inoculação 

pós-traumática dos fungos na pele do hospedeiro, ao manusear matéria orgânica, durante 

atividades ocupacionais e recreativas (CHAKRABARTI et al., 2015); a maioria dos casos 

ocorre em homens adultos que têm contato direto com o solo (SAMPAIO et al., 1954; da 

ROSA et al., 2005) por exemplo, pessoas que passam muitas horas em atividades ao ar livre e 

são frequentemente expostas a arranhões por espinhos, lascas e farpas, manejo de cana, 

esfagno, feno, gramíneas (BHUTIA et al., 2011; DIAS et al., 2011) ou pelo contato direto 

com animais infectados, como cães e gatos (NUSBAUM et al., 1983; PEREIRA et al., 2014). 

Atividades como jardinagem, agricultura, caça ou outras que envolvem contato com a 

vegetação (ROMEO & CRISEO, 2013) são mais propícias para inoculação do fungo, por isso 

a micose é conhecida como "doença de jardineiro" (ENGLE et al., 2007) ou "toxina da cana” 

(SONG et al., 2013). A inoculação também pode ocorrer por acidentes de trabalho em 

laboratórios manipulando espécimes infectadas com Sporothrix (BARROS et al., 2011; 

KAUFFMAN, 1999). 

O aparecimento das diferentes formas clínicas da esporotricose depende da rota de 

infecção, do tipo de cepa e especialmente do estado imunológico do hospedeiro (ARENAS, 

2005; KONG et al., 2006; FERNANDES et al., 2013), sendo esta uma micose rara em 

pacientes imunocompetentes pois poucos casos foram documentados(YAGNIK et al., 2017). 

Tanto em humanos quanto em gatos, a doença pode apresentar diferentes manifestações 
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clínicas e ser classificada como infecção cutânea, linfocutânea, cutânea disseminada e 

extracutânea ou esporotricose sistêmica (BARROS et al., 2010).  

A forma cutânea é localizada na pele e tecido subcutâneo e, limita-se ao sítio de injúria 

sem envolvimento linfático (de ARAUJO et al., 2001). A infecção linfocutânea é a 

manifestação mais comum e é caracterizada por úlceras superficiais nodulares e papulares 

e/ou lesões em placas vegetativas na pele e ao longo da trajetória de drenagem dos vasos 

linfáticos, normalmente associadas a linfangite e linfadenopatia (LYON et al., 2003). A forma 

disseminada consiste de múltiplas e distantes lesões na pele e vísceras envolvendo pulmão, 

articulações, ossos e outros órgãos devido à disseminação hematogênica do sítio de 

inoculação primário ou do linfonodo (LOPES-BEZERRA et al., 2006), é uma forma rara e 

ocorre na maioria das vezes em pacientes imunocomprometidos (ROMERO-CABELLO et 

al., 2011).Em casos de pacientes não imunossuprimidos a disseminação tem sido atribuída a 

inoculações múltiplas por gatos domésticos (de LIMA BARROS et al., 2004;FREITASet al., 

2010). A forma sistêmica geralmente é associada a pacientes imunocomprometidos, com 

HIV, diabetes e alcoolismo(YAGNIK et al., 2017) ou em processo de tratamento com 

quimioterápicos ou corticóides (ROCHA et al., 2001; LOPES-BEZERRA et al., 2006; 

FREITAS et al., 2012; RAMOS-E-SILVA et al., 2012; CHANG et al., 2013; TRAVASSOS 

& LLOYD,1980), o que sugere que o fungo S. schenckii é um patógeno oportunista 

emergente (FREITAS et at., 2014) e associado à AIDS nos países onde esta micose ocorre 

(CARLOS & BATISTA-DUHARTE, 2015).  

Outra manifestação clinicopatológica, porém menos freqüente é a forma respiratória 

ou pulmonar primária que pode ser adquirida pela inalação de conídios em ambientes 

contaminadospodendo resultar em infecção disseminada (AUNG et al., 2013; OLIVEIRA et 

al., 2014). Sinais respiratórios ocorrem em cerca de um terço dos casos em felinos, 

representando a manifestação não-cutânea mais frequente (LLORET et al., 2013). 

A correlação entre doença disseminada e imunossupressão foi demonstrada por Freitas 

e colaboradores (2012) que relataram 21 casos de esporotricose em pacientes com HIV no Rio 

de Janeiro, demonstrando um amplo espectro clínico da doença, o qual varia de formas 

localizadas em pacientes sem AIDS (sem sinais clínicos de imunodeficiência) a doença 

disseminada e grave levando à morte. Neste estudo, foram observadas grandes e numerosas 

lesões nodulares e císticas, perfuração do septo em pacientes com AIDS, esporotricose 

osteoarticular e neurotropismo de Sporothrix spp.  
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A esporotricose felina também tem um amplo espectro, incluindo casos subclínicos da 

infecção até doença sistêmica grave com disseminação hematogênica de Sporothrix schenckii, 

que pode ocorrer devido a autoinoculação (LLORET et al., 2013). Os gatos são altamente 

susceptíveis à infecção por Sporothrix, desenvolvem múltiplas lesões cutâneas com 

envolvimento da mucosa, especialmente do trato respiratório, e presença de grande carga de 

leveduras (GREMIÃO et al., 2015). Clinicamente, as lesões cutâneas são caracterizadas por 

nódulos e úlceras e podem ser encontradas em três ou mais regiões anatomicas, geralmente 

cabeça,principalmente próximo ao nariz (SCHUBACH et al., 2004). Consequentemente, os 

gatos apresentam um grande potencial para disseminar a doença para outros animais e seres 

humanos em um curto período de tempo devido à sua mobilidade, não ficando apenas restritos 

ao ambiente doméstico (NOBRE et al., 2001; PEREIRA et al., 2014; GREMIÃO et al., 2015; 

SANCHOTENE et al., 2015).E a infecção em gatos normalmente precede sua ocorrência em 

seus proprietários e cães (SCHUBACH et al., 2006). 

2.4. Fatores de virulência 

A virulência dos microrganismos são responsáveis por desencadear inúmeras respostas 

imunes inatas e adaptativas no hospedeiro que dificultam a disseminação do microrganismo 

invasor podendo levar à sua erradicação ou resultar em prejuízo ao hospedeiro, causando 

assim a doença (TRABULSI, 2004; ALBA-FIERRO et al., 2014). Os fatores de virulência 

são considerados recursos que os microrganismos utilizam para sobreviver e proliferar no 

hospedeiro (CASADEVALL, 2012a), como por exemplo, alguns microrganismos possuem 

mecanismos para a aquisição de ferro, capacidade de formar biofilmes e também de produzir 

enzimas proteolíticas que levam a uma maior virulência (CASADEVALL, 2006). 

Vários estudos já mostraram diferenças na virulência entre as espécies de Sporothrix 

em relação à apresentação clínica, origem geográfica, genótipo e termotolerância (DIXON et 

al., 1991; TACHIBANA et al., 1998; KONG et al., 2006; ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 

2009). Em um estudo,Sporothrix brasiliensis mostrou maior virulência quando comparado 

com S. schenckii e S. globosa, visto que após inoculações dos fungos em 

camundongos,Sporothrix brasiliensis apresentou uma maior carga fúngica, maior capacidade 

de disseminação e de infiltração em tecidos (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; 

CASTRO et al., 2013; FERNANDES et al., 2013). Essa alta virulência observada em S. 

brasiliensis se correlaciona com alto grau de patogenicidade em felinos (RODRIGUES et al., 

2013) e humanos (SILVA-VERGARA et al., 2012). 
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Um dos fatores de virulência apresentado por S. schenckii, assim como por outros 

fungos patogênicos, é a sua termotolerância (CASADEVALL et al., 2006), que compete a 

capacidade de suportar e crescer na temperatura corpórea dos hospedeiros endotérmicos 

(HOGAN et al., 1996). A variação de temperatura influencia e induz mudanças na 

composição da sua parede celular, provocando alteração do seu efeito patogênico, sendo 

assim um fator determinante para sua fase de desenvolvimento (de LIMA BARROS et al., 

2011; RODRIGUES et al., 2013a; FERNANDES et al., 2013). Outro importante fator de 

virulência é a melanina, queestá presente na parede celular tanto na fase leveduriforme como 

nos conídios. A melanina é utilizada como mecanismo de resistência a diversas condições 

ambientais e tem a capacidade de reduzir: a suscetibilidade à degradação enzimática e drogas 

antifúngicas, a toxicidade de metais pesados, UV, radiação nuclear e temperaturas extremas, 

além de dificultar a mecanismos imunes do hospedeiro, especialmente a fagocitose (WANG 

& CASADEVALL, 1994a;1994b; ROSAS & CASADEVALL, 1997,2001; TABORDA et al., 

2008; GESSLER et al., 2014; TELLEZ et al., 2014, van DUIN et al., 2002; STEENBERGEN 

et al., 2004; NOSANCHUK & CASADEVALL, 2006; TEIXEIRA et al., 2014). Além disso, 

os fungos patogênicos são capazes de produzir de proteases e outras enzimas, como lipases e 

ureases, que têm papel reconhecido na virulência por facilitarem a adesão e penetração do 

fungo nas células e tecidos do hospedeiro (ABI-CHACRA et al., 2013). Almeida-Paes e 

colaboradores (2012) demonstraram essa atividade proteolítica a 37ºC, de 14 isolados de S. 

brasiliensis e 1 S. schenckii obtidos de pacientes do Rio de Janeiro, região considerada 

hiperendêmica para esporotricose.  

As proteínas de parede celular são consideradas imunogênicas e também importantes 

fatores de virulência (HUNG et al., 2002; MCGWIRE et al., 2002), constituem uma 

importante classe de biomoléculas que têm inúmeras funções, como enzimas, moléculas de 

adesão, antígenos e receptores de superfície (HOYER et al. 2001;SUNDSTROM, 2002; 

CHATTERJEE et al., 2006; PEREIRA et al., 2007;NOGUEIRA et al., 2010). A parede 

celular fúngica é a principal estrutura envolvida na interação com o hospedeiro, é constituída 

por polissacarídeos insolúveis, como a quitina e β-glucanas o que faz dela uma estrutura 

dinâmica e complexa que confere proteção e rigidez à célula, e pode mudar continuamente de 

acordo com alterações na condição de cultivo e estresse ambiental (LATGÉ, 2007). Em S. 

schenckii a parede celular é composta por uma fina camada de compostos peptídico-

polissacarídicos, glucanas, galactomananas, ramnomananas, quitina, glicoproteínas, 

glicolipídeos e melanina (TRAVASSOS et al, 1977; TRAVASSOS & LLOYD, 1980; 
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LOPES-BEZERRA et al., 2006; LÓPEZ-ROMERO et al., 2011) que pode ser parcialmente 

liberada no meio de cultura por atrito, compreendendo uma série de produtos conjuntamente 

chamados de exoantígenos, presentes tanto na fase miceliar quanto na leveduriforme 

(CASTILLO et al., 1990; CARLOS et al., 2009). 

A quitina responsável pela integridade da parede celular, éconstituída por resíduos de 

N-acetilglicosaminaunidos por ligações β-1,4 (MUNRO & GOW, 2001), estruturalmente dá 

forma a levedura e encontra-se associada a pequenas quantidades de β-1,6-glucana e β-1,3-

glucana na camada interna. Já as glicoproteínas concentram-se mais externamente à parede, 

estão associadas aos polímeros insolúveis ou como componentes intersticiais e estão 

envolvidas no processo de interação parasito-hospedeiro (GOZALBO et al., 2004). A fração 

glicoprotéica, contém 33,5% de ramnose, 57% de manose e 14,2% de proteína, chamada de 

peptídeo-ramnomananafoi isolada da parede celular do S. schenckii na fase leveduriforme 

(SHIMONAKA et al., 1975). As ramnomananas com cadeias laterais monorramnosil 

predominam em leveduras e conídios, enquanto as cadeias laterais dirramnosil predominam 

nas hifas. Os principais polímeros de carboidratos (quitina, α-glucana e β-glucana) são 

polissacarídeos insolúveis propostos como os responsáveis pela integridade estrutural e forma 

da parede celular (KANETSUNA et al., 1969), a qual conferem forma e rigidez e parecem 

influenciar na função dos macrófagos. Estudos in vitro têm mostrado que a fagocitose de 

leveduras por macrófagos peritoneais é inibida pelas galactomananos e rhamnomannans 

purificadas a partir da superfície de células de S. schenckii (ODA et al., 1983) assim como 

pelo extrato lipídico (CARLOS et al., 2003). 

2.5. Adesão e a enolase 

A capacidade de adesão de um fungo é importante na colonização de diferentes 

estratos ambientais, sendo assim essencial para o estabelecimento da infecção e a patogênese 

de vários fungos, incluindo S. schenckii (VERSTREPEN & KLIS, 2007). As adesinas são, em 

sua maioria, glicoproteínas microbianas específicas que medeiam essa adesão através da 

interação com algumas proteínas da matriz extracelular do hospedeiro (TEIXEIRA et al., 

2009). As glicoproteínas são muitas vezes determinantes antigênicos que possuem uma alta 

imunogenicidade, ou seja, são capazes de ativar linfócitos e induzir uma resposta imune 

específica (PILLAI et al., 2015). Um dos mais bem definidos determinantes antigênicos 

encontrado na parede celular tanto na fase miceliar como na leveduriforme do fungo, é uma 

glicoproteína de 70 kDa, conhecida como gp70. Estudos de microscopia confocal realizados 
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por Ruiz-Baca a colaboradores (2009), entre outros realizados com S. schenckii e S. 

brasiliensis determinaram a presença deste componente de parede celular presente em ambas 

as espécies, a qual é secretada e age como adesina, mediando a adesão do fungo na matrix 

subendotelial e dérmica (NASCIMENTO et al., 2008; RUIZ-BACA et al., 2009; TEIXEIRA 

et al., 2014).  

A Gp70 e outra glicoproteína com peso molecular ligeiramente menor (67 kDa) foram 

detectadas em diferentes isolados, essa variação pode estar relacionada a diferenças na 

glicosilação e substituição de aminoácidos pós-traducionais (TEIXEIRA et al., 

2009;RODRIGUES et al., 2015). Vários pesquisadores caracterizaram essa glicoproteína 

nomeada 3-carboximuconato ciclase presente na parede celular de várias espécies do 

complexo S. schenckii, a qual pode apresentar até seis isoformas com peso molecular variando 

de 55 a 73 kD e ponto isoelétrico de 4.33 a 4.85 (RODRIGUES et al., 2015). A gp70 é 

considerada uma proteína imunogênica, compartilhada entre espécies patogênicas de 

Sporothrix spp e que desempenha papéis fundamentais em patogenicidade da esporotricose 

(RODRIGUES et al., 2015). 

Ruiz-Baca e colaboradores (2009) realizaram estudos com anticorpos policlonais 

contra gp70 que permitiram investigar algumas propriedades desta molécula, assim como sua 

contribuição para a aderência fúngica. Experimentos de adesão indicaram que as células na 

fase leveduriforme se aderem abundantemente à derme da cauda de camundongos e, anti-

gp70 é capaz de reduzir essa aderência em 81,4%. A imunogenicidade da carboximuconato 

ciclase foi confirmada por meio de um anticorpo monoclonal específico contra essa proteína 

durante a infecção experimental de camundongos com S. schenckii (NASCIMENTO et al., 

2005; 2008) e S. brasiliensis (de ALMEIDA et al., 2015) e também pela reatividade cruzada 

com o soro de coelhos e humanos (SCOTT et al., 1989; de ALMEIDA et al., 2015). A 

presença desta proteína em várias espécies de interesse clínico dentro do complexo Sporothrix 

sugere o seu uso como biomarcadores proteicos potenciais para o diagnóstico e o tratamento 

da esporotricose (RUIZ-BACA et al., 2009; 2011; 2013).  

A interação patógeno-hospedeiro envolve moléculas de adesão presentes na camada 

mais exterior da parede celular de leveduras e conídios de S. schenckiicomo a gp70 (LIMA et 

al., 1999, 2001) que são responsáveis pelo reconhecimento de ligantes na superfície do 

hospedeiro ou algum constituinte da membrana basal, como por exemplo, fibrinogênio, 

laminina, colágeno ou fibronectina (FURTADO et al., 1992; VICENTINI et al., 1994; MC 
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MAHON et al., 1995; MENDES-GIANINNI et al., 2000; SULLIVAN et al., 2004; 

MENDES-GIANINNI et al., 2006). 

Estudos demonstram que o fungo apresenta integrinas ou adesinas localizadas na 

superfície celular, que reconhecem a fibronectina humana (LIMA et al., 2001,TEIXEIRA et 

al., 2009) que é uma glicoproteína dimérica, multifuncional da matriz extracelular, tem um 

papel fundamental na adesão e propagação celular (MOHRI, 1996). A laminina também é um 

importante componente das membranas basais, está envolvida em vários processos de adesão, 

tais como a coesão no interior dos tecidos, diapedese, metástase de tumores e infecções 

(BECK et al., 1990). O fibrinogênio presente na membrana basal é uma das principais 

glicoproteínas solúveis do plasma e atua como precursor da fibrina, principal componente dos 

coágulos sanguíneos (SCHERAGA&LASKOWSI, 1957; DOOLITTLE, 1984). E o 

plasminogênio é uma glicoproteína que tem a função de dissolver coágulos de fibrina em 

defesa do hospedeiro, sendo assim um componente essencial para manter a homeostase 

(PLOW et al., 1995) e de grande importância nas doenças infecciosas pois muitos patógenos 

possuem a capacidade de se ligarem ao plasminogênio (STIE et al., 2009; CORK et al., 

2009). 

Em estudos imunoproteômicos em S. suis foi identificada a enolase como um 

importante antígeno com capacidade de ligação tanto ao plasminogênio como a fibronectina 

(ESGLEAS & LI et al. 2008), mediando assim a sua adesão e invasão às células do 

hospedeiro (OEHMCKE et al., 2004). 

A enolase (2-fosfo-D-glicerato hidrolase) é uma metaloenzima citosólica com função 

moonlighting, ou seja, ela pode desempenhar diversas funções bioquímicas ou biofísicas 

fisiologicamente relevantes (JEFFERY, 1999),ser uma proteína citoplasmática, estar presente 

também na superfície celular (SCHAUMBURG et al., 2004) e estar amplamente expressa em 

muitos organismos.  

Exemplos típicos de proteínasmoonlighting são as enzimas citosólicas que podem ter 

função de citocinas, chaperonas, componentes do citoesqueleto, compactadores de DNA, 

adesinas ou scaffolds, bem como transportador de cloreto que regula outro canal 

transmembranar, proteínas ribossômicas que se duplicam como fatores de tradução e proteína 

de ligação de DNA que se torna um componente da matriz extracelular (NOBELI et al., 1996; 

JEFFERY, 2003a, b, 2009, PIATIGORSKY, 2007; GANCEDO & FLORES, 2008; 

HUBERTS& van der KLEI, 2010;HENDERSON&MARTIN , 2011, 2013; 
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GUO&SCHIMMEL, 2013). Essas proteínas moonlighttings são encontradas em mamíferos, 

leveduras, vermes, bactérias, plantas, vírus e muitos outros organismos (JEFFERY, 2015). 

A principal função da enolase é na via metabólica de catalisar a conversão reversível 

do 2-fosfoglicerato para fosfoenolpiruvato (PANCHOLI, 2001), porém o envolvimento da 

enolase em outras funções intra- ou extracelulares também tem sido relatadas em diferentes 

organismos (KELLER et al., 1995; VANEGAS et al., 2007; MARCOS et al., 2012). Estudos 

recentes demonstraram que em muitas espécies patogênicas e em diferentes tipos de células, a 

enolase está presente na parede celular, em membranas celulares, e no núcleo celular.Como já 

descrito, foi encontrada na parede celular deCandida albicans (EROLES et al., 1997), 

Aspergillus fumigatus (DENIKUS et al., 2005) e Paracoccidiodes brasiliensis (MARCOS et 

al., 2014), favorecendo a invasão e colonização por meio da sua capacidade de ligação a 

componentes da matrix extracelular. 

Castaldo e colaboradores (2009) e Ramiah e colaboradores (2008) demonstraram que 

a enolase quando encontrada na superfície celular está envolvida no processo de adesão 

bacteriana a componentes da matriz extracelular, tais como: fibronectina, colágeno, elastina, 

laminina e glicosaminoglicanas para aumentar sua virulência (KREIS&VALE, 1993). Em 

Lactobacillus plantarum, por exemplo, a enolase localizada na superfície tem a capacidade de 

se ligar à fibronectina (CASTALDO et al., 2009), e em algumas espécies de Streptococcus do 

grupo A, ao plasminogênio (PANCHOLI&FISCHETTI,1998). Além da adesão, a presença da 

enolase no meio extracelular pode ser uma estratégia de virulência microbiana, pois é uma 

proteína altamente conservada que consegue driblar o sistema imune do hospedeiro com 

maior facilidade (DREISBACH et al., 2010). 

Diante disso, alguns estudos têm sugerido o uso da enolase para o diagnóstico da 

candidíase sistêmica, assim como um candidato vacinal contra esta e outras doenças 

(PITARCH et al., 2004; CHEN et al., 2012; CARABARIN-LIMA et al., 2014; DUTTA et 

al., 2015).  

2.6. Resposta imune 

Os mecanismos imunológicos de prevenção e controle das infecções por Sporothrix 

spp. envolve resposta imune inata que desempenha uma função protetora importante na 

patogênese da esporotricose (CARLOS et al., 1992, 2009) e envolve também a imunidade 

adquirida, que é mediada principalmente por células T ativadas por macrófagos (SHIRAISHI 

et al., 1992; TACHIBANA et al., 1999). Células como as dendríticas, macrófagos, 

mastócitos, monócitos e neutrófilos são fagócitos profissionais que constituem a primeira 
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linha de defesa do hospedeiro, permitindo a apresentação e processamento de antígenos dos 

patógenos invasores através da fagocitose (de ALMEIDA et al., 2017), um mecanismo de 

defesa importante contra o Sporothrix schenckii (CUNNINGHAM et al., 1979;ODA et al., 

1983).  

A fagocitose depende da interação entre fagócitos e fungos, pode ser dividida 

basicamente em: reconhecimento fúngico, processo de fagocitose e morte intracelular do 

fungo. Os fungos em geral possuem β-glucanos, quitina e manoproteínas na sua superfície 

celular, o que permitem o reconhecimento de forma direta, por um conjunto de receptores 

de reconhecimento (PRRs), tais como receptores toll-like (TLRs) e de lectinas (LR), o quais 

reconhecem os padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPs) comumente 

encontrados em vários agentes patogênicos, porém não presentes nos mamíferos. Por 

exemplo, Sassá e colaboradores (2012) em um estudo sobre a resposta imune contra 

esporotricose demonstraram que os receptores Toll-like, como TLR-4, são responsáveis 

pelo reconhecimento de Sporothrix schenckii e podem afetar o desenvolvimento da resposta 

inflamatória através da produção de H2O2 e liberação de citocinas, sugerindo um papel 

importante de TLR4 na administração das funções dos macrófagos nesta infecção fúngica. 

Em estudos anteriores do nosso grupo demonstraram a importância dos macrófagos e o 

envolvimento também do TLR2 (NEGRINI et al., 2013; NEGRINI et al., 2014), Caspase 1 

e inflamasoma (GONÇALVES et al.,2014) no reconhecimento do fungo S. schenckii. 

O reconhecimento pode ocorrer também de forma indireta através das opsoninas, que 

são moléculas do hospedeiro que ligam-se a superfície de microrganismos, são reconhecidas 

por receptores dos fagócitos e levam a internalização do agente patológico, liberação de 

citocinas pró-inflamatórias e possivelmente a depuração da infecção através da ativação da 

fagocitose (NICOLA et al., 2008). Wellington e colaboradores (2007) demonstraram que 

leveduras e tubos germinativos de C. albicans revestidas com anticorpos específicos são 

internalizados e mortos de forma mais eficaz do que as células não opsonizadas, confirmando 

que a fagocitose de fungos é mais eficaz quando opsonizados por exemplo, por anticorpos 

específicos (de LIMA FRANCO, 2012).Outros estudos demonstraram que células de levedura 

S. schenckii não são eficientemente internalizadas por macrófagos peritoneais, a menos que 

eles sejam primeiramente opsonizados com concanavalina A ou tratados com neuraminidase 

(ODA et al., 1983). Em outro estudos, Nascimento e colaboradores (2005) demonstraram que 

antígenos secretados S. schenckii induzem uma resposta humoral específica em animais 

infectados, principalmente contra a molécula de 70 kDa, indicando a possível participação de 
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anticorpos específicos contra esta molécula no controle da infecção. Alinhado com isso, de 

Lima Franco e colaboradores (2012) com o objetivo de estudar a capacidade dos macrófagos 

de remover o microrganismo ou estimular a produção de citocinas, descobriram que a 

fagocitose de S. schenckii por macrófagos na presença de soro de camundongos infectados 

previamente com leveduras é superior ao soro de camundongos não infectados. Portanto, um 

importante mecanismo de proteção mediado por anticorpo é a opsonização do microrganismo 

pela porção Fc (FcγR) (ALVAREZ et al., 2008). 

2.7. Tratamento e prevenção 

O tratamento tradicional da esporotricose é considerado laborioso, pois requer longos 

períodos e pode ocorrer recidiva, principalmente em pacientes imunocomprometidos (de 

ALMEIDA et al., 2017). Diferentes drogas são utilizadas como: terbinafina, iodeto de 

potássio, itraconazol, fluconazol e a anfotericina B (SONG et al., 2011). O itraconazol é 

atualmente o medicamento de escolha para o tratamento das formas cutâneas e 

osteoarticulares da esporotricose (GUTERRES et al., 2014; MAHAJAN, 2015). A associação 

com outros antifúngicos ou imunomoduladores, como por exemplo a anfotericina B e a β-

glucana, respectivamente, é utilizada para as formas mais graves da doença (ROP et al., 2009; 

GUTERRES et al., 2014). Como o tratamento não é considerado fácil, o uso de anticorpos 

específicos contra proteínas do Sporothrix spp.tem grande relevância para o processo 

terapêutico da doença. 

Estudos já demonstraram que algumas doenças fúngicas, como paracoccidioidomicose 

(BUISSA-FILHO et al., 2008) e candidíase (MORAGUES et al., 2003), o uso de anticorpos 

monoclonais (mAb) confere proteção, pois podem modificar o curso da infecção como 

observado em infecção experimental por Cryptococcus neoformans (RIVERA et al., 2005). 

De Almeida e colaboradores (2017), em um estudo utilizando anticorpos monoclonais 

demonstraram que o mAb contra gp70 (P6E7) diminuiu significativamente as infecções de S. 

schenckii e S. brasiliensisin vivo (NASCIMENTO et al., 2008, de ALMEIDA et al., 2015). 

Atualmente, não há disponibilidade de nenhuma vacina eficaz para prevenir a 

esporotricose, porém em estudos recentes, Portuondo e colaboradores (2017) propuseram a 

vacinação de gatos como estratégia de controle no Brasil, demonstrando que uma formulação 

de proteínas da parede celular de Sporothrix brasiliensis com adjuvantes Pet Gel A ou 

hidróxido de alumínio é a seguro e eficaz na indução de resposta imune protetora contra o 

fungo, apontando uma alternativa para o desenvolvimento de uma futura vacina veterinária. 
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Além disso, a reatividade cruzada apresentada por de S. brasiliensis pode ser útil para a 

imunoprofilaxia de várias espécies do complexo Sporothrix (PORTUONDO et al., 2017). 

Apesar de nos últimos anos terem sido propostas novas estratégias para o controle da 

esporotricose no Brasil, a taxa de incidência continua aumentando e ao mesmo tempo 

acentuando a categoria de micose endêmica no país (BARROS et al., 2010; 2011; 

CHAKRABARTI et al., 2015), devido ao tratamento ser de longa duração, ter muitas reações 

adversas e haver a indisponibilidade de forma gratuita para humanos e especialmente para 

gatos (BARROS et al., 2010), e além disso fungos do complexo Sporothrix  apresentam alta 

resistência aos antifúngicos. O diagnóstico da esporotricose apresentafalhas ou 

dificuldade,devido a confusão muitas vezes com outras doenças (RUIZ-BACA et al., 2014), 

por isso tem-se apontado à busca de novas ferramentas para o tratamento e o diagnóstico mais 

eficazes do que os atuais métodos (de SOUZA et al., 2011; ALMEIDA, 2012; PORTUONDO 

et al., 2015). Alinhado com isto, nos últimos anos tem-se focado a atenção sobre os 

componentes da parede celular do fungo S. schenckii que possam estar envolvidos na 

virulência do fungo para serem utilizados como potenciais alvos para esses fins de 

diagnósticos e terapêuticos (ALBA-FIERRO et al., 2014). 

Um estudo recente do nosso grupo demonstrou que o soro obtido de camundongos 

imunizados com um extrato de proteínas da parede celular de S. schenckii ATCC 16345 

formulado com o adjuvante hidróxido de alumínio apresentou reatividade contra duas 

proteínas, uma de 71 kDa e outra de 47 kDa. Essa última foi identificada como a enzima 

enolase presente nas cepas S. schenckii ATCC 58251, S. schenckii 1099-18 e S. brasiliensis 

5110 e predita como uma adesina pela base de dados FungalRV (PORTUONDO et al., 2016). 

Além desse soro potencializar a fagocitose e inibir a adesão do fungo aos fibroblastos in vitro, 

sua transferência passiva induziu proteção contra a infecção por S. schenckii ATCC 16345 em 

camundongos, indicando ser um importante alvo imunogênico. 

Com base nesses antecedentes o atual estudo visa avaliar as propriedades adesivas e 

imunogênicas da enolase presente na parede celular de S. schenckii e S. brasiliensis para ser 

utilizada como alvo potencial no desenvolvimento de testes diagnósticos assim como na 

terapêutica e prevençãocontra esporotricose. 
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3. Objetivos 

3.1. Objetivos gerais 

O objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades adesivas e imunogênicas da enolase 

de S. schenckii e S. brasiliensis. 

3.2. Objetivos específicos 

• Padronizar e caracterizar as curvas de crescimento dos isolados de S. brasiliensis 

Ss250 e Ss256 

• Caracterizar o perfil de proteínas expressas na parede celular dos fungos durante a 

fase de crescimento logarítmica 

• Obter anticorpos policlonais anti-proteínas da superfície celular e anti-enolase em 

camundongos  

• Determinar se os anticorpos anti-enolase inibem a adesão de S. schenckii e dos dois 

isolados de S. brasiliensis aos fibroblastos.  

• Determinar se os anticorpos anti-enolase favorecem a fagocitose das leveduras dos 

fungos pelos macrófagos 

• Verificar a interação da enolase com os componentes da matriz extracelular: 

fibronectina e plasminogênio através de ELISA. 
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4. Metodologia 

A Figura 1 descreve o delineamento experimental que foi desenvolvido para atingir os 

objetivos proposto do presente trabalho. Resumidamente, os fungos S. schenckii ATCC 16345 

(Ss16345) e os dois isolados de gatos de S. brasiliensis (Ss250 e Ss256), mantidos na sua 

forma miceliar em meio Mycosel foram revertidos a sua forma de levedura em meio BHI à 

temperatura de 37° C. Conforme as curvas de crescimentos de cada fungo, foram extraídas as 

proteínas da superfície celular (PSC) de Ss250 e Ss256 nafase logarítmica as quais foram 

caracterizadas por SDS-PAGE. A enolase foi localizada no gel, eletroeluída em tampão 

glicina e posteriormente submetida à focalização isoelétrica em eletroforese bidimensional. 

As PSC e a enolase recombinante (rEno) de S. schenckii foram formuladas com o adjuvante 

de Freund e administrados a camundongos Balb/c por via subcutânea. Em seguida, o soro 

anti-enolase (sAnti-rEno) foi utilizado como reagente para identificar proteínas 

imunorreativas da superfície celular de cada fungo por immunoblotting. Além disso, esses 

soros também foram utilizados para avaliar suas propriedades de inibição dos fungos 

Ss16345, Ss250 e Ss256 aos fibroblastos e capacidade de favorecer a fagocitose in vitro de 

leveduraspor macrófagos peritoneais. Por fim, foi verificada a capacidade de adesão da rEno 

aos componentes da matriz extracelular, como fibronectina e plasminogênio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Delineamento experimental 

Fungos: S. schenckii ATCC 16345 

S. brasiliensis Ss250 e Ss256

Fase miceliar (meio Mycosel)

Cultivo em meio BHI a 37ºC com 150rpm

Fase leveduriforme

Extração de proteínas na fase logarítmica 
de crescimento dos fungos
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4.1. Microrganismos 

Neste estudo utilizou-se a cepa de S. schenckii ATCC 16345 (Ss16345), obtida de um 

caso de infecção pulmonar humano de esporotricose (Baltimore, MD) e cedida pelo Instituto 

Nacional de Infectologia (INI) Evandro Chagas da Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil. Também 

foram utilizados dois isolados de gatos de S. brasiliensis (Ss250 e Ss256), gentilmente cedida 

pelo Prof. Dr. Sandro Antonio Pereira do laboratório de Pesquisa Clínica em Dematozoonoses 

em Animais Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO) pertencente ao INI. Atualmente estas 

espécies são mantidas no Laboratório de Imunologia Clínica da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Araraquara, na forma miceliar 

a 25° C em meio de cultura sólido MycoselTM (BD Biosciences).  

4.2. Condições de crescimento da cepa S. schenckii ATCC 16345 

A forma de levedura da Ss16345 foi obtida conforme Ferreira e colaboradores (2015). 

Resumidamente, uma alíquota da fase miceliar a 25° C proveniente do meio de cultura sólido 

MycoselTM (BD Biosciences) foi transferida para um Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 

mL de meio líquido BHI (Brain Heart Infusion, Difco) e cultivada a 37° C sob agitação 

constante de 150 rpm durante sete dias. Transcorrido esse tempo, uma alíquota contendo 

2x107 leveduras do fungo foi transferida para um novo Erlenmeyer de 2000 mL, contendo 

1000 mL de BHI e então cultivada por cinco dias nas mesmas condições anteriores. As 

leveduras obtidas neste tempo, o qual corresponde à fase logarítmica de crescimento do 

fungo, nas condições indicadas (FERREIRA et al., 2015) foram utilizadas para a obtenção de 

proteínas da superfície celular descrito no item 4.4. 

4.3. Condições de crescimento dos isolados de gatos Ss250 e Ss256 

Para obter as formas de leveduras ou forma infectante de ambos os isolados de gatos 

Ss250 e Ss256, previamente foram determinadas e padronizadas suas curvas de crescimento 

em meio BHI seguindo as condições de cultura descrita no item anterior. Para isto, 

aproximadamente um centímetro quadrado do tapete celular da fase miceliar de ambos os 

fungos em meio MycoselTM (BD Biosciences) foi transferido individualmente, para um frasco 

Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de meio BHI e então cultivado a 37° C sob agitação 

constante (150 rpm) durante sete dias. Decorrido este tempo, uma alíquota de leveduras 

(2x105 leveduras) de Ss250 e uma de Ss256 foram transferidas para outros frascos de igual 

capacidade contendo 100 mL de meio BHI, e cultivadas nas mesmas condições anteriores de 
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agitação e temperatura. Alíquotas de 0,1 mL, correspondendo ao 0,1% do volume total da 

cultura foram retiradas diariamente a partir do terceiro dia até o décimo quarto dia de cultura. 

A partir destas amostras foi determinado a quantidade de leveduras, hifas, unidades fúngicas 

(aqui definidas como qualquer agrupamento de hifas e/ou leveduras em divisão) e o 

percentual de conversão de hifas-leveduras.  

A viabilidade do fungo durante todo o experimento foi monitorada pela contagem de 

unidades formadoras de colônias (UFCs) crescida em placas de Petri contendo meio Mycosel, 

após três dias do plaqueamento e incubação à temperatura ambiente (MENDOZA et al., 

2012). O valor de cada variável assim como os ajustes das diluições feitas para monitorar o 

crescimento fúngico (100 – 150 colônias) foi obtido por contagem celular em câmara de 

Neubauer e os resultados foram expressos em função do tempo para a construção das curvas 

de crescimento.  

4.4. Extração de proteínas da superfície celular 

As PSC da cepa Ss16345 e dos dois isolados de gatos Ss250 e Ss256, foram extraídas 

na fase logarítmica de crescimento de cada fungo, seguindo o protocolo descrito por Castro e 

colaboradores (2013). Uma alíquota de leveduras (2x106 leveduras) de Ss250 e Ss256 obtidas 

de 7 dias de cultura em meio BHI foram transferida individualmente para um Erlenmeyer com 

capacidade 2000 mL contendo 1000 mL do mesmo meio e então cultivadas durante 5 dias nas 

mesmas condições descrita no item 4.3, sendo o quinto dia escolhido por estar dentro a fase 

logarítmica de crescimento das leveduras de ambos os isolados de gatos. Em seguida essas 

culturas e a da cepa Ss16345 obtida como descrito no item 4.2 foram centrifugadas a 1000 x g 

durante 10 minutos e lavadas três vezes com 25mM de Tris-HCl pH 8,5 gelado.Em seguida, 

os pellets celulares foram incubados individualmente com solução de extração, contendo 2 

mM de Ditiotreitol (DTT) (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), 1 μM de PMSF e 5 mM de 

EDTA em 25 mM de Tris-HCl pH 8,5 e mantidos sob agitação leve durante 2 ou 3 horas a 4° 

C. Transcorrido esse tempo, o sobrenadante foi separado por centrifugação e filtrado com 

membrana de porosidade de 0,20 µm. O filtrado foi dialisado contra água destilada a 4º C 

durante 48 horas com trocas de água a cada 12 horas e em seguida concentrado 100 vezes 

com sistema à vácuo Amicon (Milipore, EUA) utilizando uma membrana de celulose YM10 

(Milipore) e posteriormente com tubos de filtração Amicon® Ultra-15 de 3 K (Millipore, 

EUA) conforme as orientações do fabricante. O extrato de proteínas de cada fungo foi 

aliquotado e estocado a -20º C. Para verificar a viabilidade celular das leveduras, assim como 
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a integridade da sua membrana, uma suspensão de leveduras corada com o “Kit”Live/Dead 

Yeast (MolecularProbes®, Life Technologies
TM

,Eugene, OR)antes e após serem tratadas com 

o tampão de extração de proteínas contendo DTT, conforme instruções do fabricante. 

4.5. Expressão, produção e purificação da enolase de S. schenckii 

O procedimento de obtenção da proteína enolase de S. schenckii por via recombinante 

foi realizado conforme Portuondo e colaboradores (2016). O DNA codificante da proteína 

enolase de 438 aminoácido (enolase S. schenckii ATCC 58251) (Genbank nº de referência 

ERS97971.1) a qual pertence ao cluster de identidade (Cluster ID) 

UniRef100_A0A0F2LYM2(http://www.uniprot.org/uniref/UniRef100_A0A0F2LYM2?sort=s

core) que inclui os fungos S. schenckii ATCC 58251, S. schenckii 1099-18 e S. brasiliensis 

5110, foi sintetizado pela empresa Epoch Life Science Inc no vetor pET28a (pET28a::SsEno) 

com a expressão otimizada para Escherichia coli. O vetor pET28a possui como pontos 

estratégicos um gene que confere resistência à Kanamicina, o que torna possível selecionar as 

colônias positivas após o procedimento de transformação na cepa E. coli.A cepa E.coli DH5α 

foi utilizada como hospedeiro nas rotinas de propagação do vetor pET28a::SsEno e a cepa E. 

coli BL21 (DE3) foi empregada como hospedeiro nas rotinas de expressão desta proteína. 

Para a expressão da enolase recombinante de S. schenckii ATCC 16345 (rEno) as células 

foram crescidas em meio LB (Luria-Bertani) à 37° C até D.O. = 0.6, quando então a 

temperatura foi reduzida para 30º C. A indução ocorreu durante 4 horas na presença de 0.2 

mM de IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside).  

Após indução as células foram centrifugadas à 8.000 rpm e a fração pellet foi 

congelada à -20º C. Para lise, as células foram ressuspendidas em tampão Tris-HCl (pH=8,0) 

e 100 mM de KCl na presença de 5 U DNAse (Promega) e 30 μg/mL de lisozima (Sigma). O 

material foi incubado por 90 minutos em gelo. Após incubação a lise foi realizada por 

sonicação e o lisado bacteriano centrifugado por 15 minutos à 18.000 rpm. A fração 

sobrenadante contendo a proteína recombinante foi filtrada em membrana hidrofílica de 0.45 

μm e a purificação foi realizada por dois passos cromatográficos: i) cromatografia de 

afinidade ao Ni2+, em tampão 20 mM de imidazol, 20 mM de fosfato de sódio (pH 7.5), 100 

mM de NaCl, e eluída no mesmo tampão contendo 500 mM de imidazol, ii) após a fase de 

polimento foi realizada por cromatografia de exclusão molecular em coluna Superdex 200 pg 

(GE Healthcare Life Sciences). A proteína foi eluída em tampão Tris-HCl (pH=7.5), 100 mM 
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de NaCl e 2 mM de β-mercaptoetanol. Todas etapas de produção e purificação da rEno foram 

acompanhadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) descrito no item 4.7. 

4.6. Determinação da concentração de proteínas 

A dosagem de proteínas foi realizada pelo método do ácido bicinconínico (BCA), 

segundo as orientações do fabricante (ThermoScientific), utilizando albumina sérica bovina 

(BSA) como padrão de proteínas. Esse método baseia-se na redução do cobre II pelas 

proteínas, em meio alcalino, produzindo o cobre I e formando um complexo com o BCA o 

qual apresentam a máxima absorbância a 562 nm. 

4.7. Caracterização das proteínas por SDS-PAGE 

As PSC de cada fungo em estudo obtidas conforme o item 4.4, assim como a enolase 

recombinante foram caracterizadas por eletroforese em gel de poliacrilamida segundo a 

técnica descrita por Laemmli (1970). A preparação do gel separador e de empilhamento foi 

realizada conforme os volumes dos reagentes descritos na tabela a seguir: 

Tabela 1 - Reagentes e volume para o preparo dos géis da eletroforese. 

Componentes  

Gel 

separador 

10% (mL) 

Gel de 

empilhamento 3% 

(mL) 

Água 7.13 5.52 

Acrilamida/bisacrilamida 30% 6.67 0.80 

Tris-HCl + TEMED (pH 8.9) 1,5 

M 

5.00 - 

Tris-HCl + TEMED (pH 6.9) 0,5 

M 

- 1.00 

Deodecil sulfato de sódio (SDS) 

10% 

0.2 0.08 

Persulfato de amônio 12% 1.00 0.60 

 

As amostras de proteínas e o marcador de peso molecular (BioRad) com os pesos de 2 

kDa a 250 kDa foram diluídas em tampão da amostra “Lane MarkerSample Buffers” da 

ThermoScientific, contendo 0,3 M Tris-HCl, 5 % SDS, 50 % glycerol, 100 mM de DTT 
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naproporção de 16 µL de “Lane MarkerSample Buffers”/ 64µL das amostras. Após aquecidas 

a 100º C por 5 minutos, e depositadas nos poços do gel da eletroforese, a corrida  foi realizada 

à temperatura ambiente em cuba de eletroforese da Thermoscientific em placas mini-gel 

(10x8) aplicando-se 100 V (EPS 301, GE Healthcare) durante aproximadamente 2 horas até 

que as amostras atingissem 0,5 cm do final do gel. O tampão da cuba constituiu-se de Tris 

base 0,25 M, glicina 2 M e SDS 1%.  Os géis foram corados com Coomassie blue ou prata 

conforme o procedimento descrito na tabela a seguir: 

Tabela 2 - Coloração com nitrato de prata 

 

4.8. Produção de soros policlonais em camundongos 

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram submetidos à 

aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Araraquara - UNESP e realizado de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA), protocolo CEUA/FCF/CAr nº 39/2015. 

Foram utilizados camundongos Balb/c SPF (“specific pathogen free”), machos, 

pesando entre 20 e 25 gramas com 5 a 7 semanas (quando realizada a primeira inoculação) 

obtidos do Biotério Geral da Universidade de São Paulo de Ribeirão Preto (PUSP-RP). 

Coloração com nitrato de 

prata Etapa 
Solução Tempo (minutos) 

Fixação 
50% Metanol/etanol e 5% de 

ácido acético em água 
20 

Lavagem 50% Metanol/etanol em água 10 

Lavagem Água bidestilada 5 

Lavagem Água bidestilada 20 

Sensibilização 0,025% Na2SO3 em água 1 

Lavagem (2x) Água bidestilada 1 

Coloração 0,15% AgNO3em água gelada 20 

Lavagem (2x) Água bidestilada Rápido 

Revelação 
3% Na2CO3 e 0,05 % de 

formaldeído em água 
 

Interrupção (3x) 5 % de ácido acético em água  

Estoque 1 % de ácido acético à 4°C  
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Estes animais foram mantidos em mini-isoladores, em grupos de até cinco, em 

condições ambientais estáveis (23° C ± 2° C e 56% de umidade relativa do ar) e ciclos 

claro/escuro de 12 horas. Água e ração oferecidas ad libitum. Em cada experimento 

independente foram usados animais pareados por idade em todos os grupos. 

As PSC obtidas no item 4.4 e a enolase recombinante foram individualmente 

emulsificadas com Adjuvante Completo de Freund e inoculadas em camundongos Balb/c por 

via subcutânea, três vezes com intervalos de 14 dias, sendo a segunda e terceira inoculação 

feita com Adjuvante incompleto de Freund. Após 7 dias da última inoculação os animais 

foram eutanasiados e o sangue extraído por punção cardíaca. O mesmo esquema de 

imunização foi feito inoculando apenas a rEno diluída em PBS. O sangue total assim obtido 

foi condicionado em tubos de microcentrífuga estéreis de 1,5 mL e então incubado em estufa 

a 37° C por 20 minutos. Em seguida, o sangue foi centrifugado para coleta do soro e 

transferido para outro tubo estéril e armazenado a -20° C até o momento do uso. Esses soros 

foram denominados sAnti-PSC ou sAnti-rEno.  

O soro de camundongo infectado (sCI) utilizado como controle positivo foi produzido 

com inoculação por via intraperitoneal de 1x106 leveduras/mL de cada fungo diluídas em PBS 

estéril. E o soro de camundongo não infectado (sCNI) utilizado como controle negativo foi 

obtido através da inoculação via intraperitoneal de apenas PBS estéril. Esses animais foram 

mantidos por 20 dias, eutanasiados e os mesmos procedimentos, descritos acima, foram 

realizados para a obtenção dos soros.  

4.9. Immunoblottinge titulação do sAnti-rEno 

A rEno foi dissolvida em tampão de amostra Lane Marker Sample Buffers 

(ThermoScientific) e submetidas à SDS-PAGE conforme o item 4.7. Após a eletroforese, as 

PSC e a rEno foram transferidas para membranas de nitrocelulose de 0,45 µm (GE 

Healthcare), recobertos com papel de filtro e comprimidos com esponjas de poliuretano. 

Todos os materiais foram previamente embebidos em tampão de transferência bicarbonato de 

sódio e metanol pH 9,9 e em seguida encaixados em placas acrílicas perfuradas e mergulhadas 

na câmara de transferência contendo o mesmo tampão. A transferência foi feita durante 5h 

com amperagem constante de 0,4 mA a 4° C em câmara de transferência para mini-gel 10x8 

cm (ThermoScientific). 

As membranas de nitrocelulose contendo os antígenos foram cortadas em tiras e 

incubadas com solução bloqueadora (BSA 5% em TBS-T, que contém 50 mM de Tris 
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Base,150 mM de NaCl e 0,1% de Tween 20) por 4 horas. O sAnti-rEno foi colocado sobre as 

tiras de membranas contendo as PSC ou rEno. Uma diluição seriada do sAnti-rEno foi 

realizada em TBS-T (1:400; 1:800; 1:1600; 1:3200; 1:6400; 1:12800; 1:25600; 1:51200), e 

colocadas sobre as tiras com rEno e deixado sob agitação overnight à temperatura ambiente 

(T.A.). Como controle negativo foi utilizado soro de animais não infectados diluído1:50. 

Todos diluídos em TBS-T. Em seguida, as tiras foram lavadas três vezes com TBS-T para a 

retirada do excesso do soro. Então, incubadas por 2 horas com um conjugado 

imunoenzimático anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase (Sigma) na diluição de 

1:500. O excesso de conjugado foi retirado com novo ciclo de lavagens. As tiras foram 

reveladas através de reação com o substrato cromógeno diaminobenzidina (Sigma, 5mg 

diluídos em 30 mL de TBS-T acrescido de 150 µL de peróxido de hidrogênio no momento do 

uso). E a reação interrompida com água destilada.  

4.10. Purificação da enolase contida nas PSC por eletroeluição 

Foram realizadas várias eletroforeses conforme o item 4.7 com o extrato de PSC de 

Ss16345, Ss250 e Ss256. Um gel foi transferido para membrana de nitrocelulose conforme o 

item 4.9 e o sAnti-rEno utilizado para localizar esta proteína.  Os outros géis foram corados 

com Coomassie blue, e então utilizados para purificar a enolase por eletroeluição conforme 

Neophytou e colaboradores (1996). Resumidamente, a banda da enolase localizada nos géis, 

foi cortada e então eletroeluída em tampão glicina (192 mM Glicina; 25 mM Tris base, 0,1% 

SDS) com membrana de diálise a 10 mA, por 4 horas a 4º C. A purificação foi monitorada e 

verificada por SDS-PAGE. 

4.11. Eletroforese bidimensional 

A banda correspondente a enolase foi eletroeluída e submetida à focalização 

isoelétrica, utilizando um gradiente de pH de 3-10. A segunda dimensão foi realizada em gel 

de poliacrilamida 10% e o gel foi corado com Coomassie ou prata conforme o procedimento 

descrito no item 4.7. 
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4.12. Espectrometria de massas das PSC de S. brasiliensis 

4.12.1.Digestão de In-gel de proteínas 

Tanto a digestão das amostras quanto a preparação para as análises foram feitas segundo o 

protocolo descrito pelo Laboratório Max Feffer de Genética de Plantas, Departamento de 

Genética, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” ESALQ, USP, Piracicaba, São Paulo. 

As bandas selecionadas de Ss250 e Ss256 foram cortadas, segmentos de 

aproximadamente 1 mm3, com auxílio de um bisturí e acondicionados em tubos de 

microcentrífuga. Em seguida, foi adicionada solução de descoloração (50% v/v Acetonitrila 

(ACN) e 25 mM Bicarbonato de Amônio) até total retirada do corante. 

 Após desidratação com 100% de ACN, foi realizada redução e alquilação das bandas: 

os fragmentos de gel foram reidratados com 20 mM de DTT em 50 mM de bicarbonato de 

amônio e incubados por 40 minutos a 55ºC. O líquido excedente foi removido e substituído 

por 55 mM de IAA em 50 mM de bicarbonato de amônio. Os fragmentos de gel foram 

mantidos no escuro por 30 minutos à temperatura ambiente, o líquido excedente foi 

novamente removido e os fragmentos lavados com 25 mM de bicarbonato de amônio. Após 

serem novamente desidratados com 100% de ACN, os fragmentos foram reidratados com 

solução de 20 ng.L-1 de tripsina (Promega V5111) em 50 mM de bicarbonato de amônio. 

Após a reidratação total, os fragmentos de gel foram parcialmente cobertos com 25 mM de 

bicarbonato de amônio e a digestão, realizada a 37ºC por 16 horas.  

A ação da tripsina foi bloqueada pela adição de solução bloqueadora (50% ACN, 5% 

ácido fórmico, Água Milli-Q 45%) e os peptídeos eluídos dos fragmentos por lavagens 

sucessivas com solução de eluição I (60% metanol, 1% ácido fórmico, 39% Água Milli-Q), 

solução de eluição II (50% ACN, 1% ácido fórmico, 49% Água Milli-Q), seguidas da 

lavagem final com 100% de ACN. Em cada uma das etapas de eluição, os fragmentos de gel 

foram sonicados por 20 minutos a 45ºC (sonicador Ultra Som, Thronton-IPEC Eletrônica 

Ltda) e o sobrenadante transferido. Os sobrenadantes de cada banda foram transferidos para 

tubo de microcentrífuga e o volume foi reduzido em concentrador a vácuo (Eppendorf modelo 

5301), à temperatura ambiente. 

4.12.2. Purificação das amostras 

Às amostras secas a vácuo foram adicionados 10µL de solução 0,1% TFA em H2O. 

Após esse passo cada uma foi purificada utilizando micro colunas de fase reversa (Reverse 

phase Zip-Tip C18, Millipore). Para isso, as colunas foram equilibradas em solução A [100% 
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acetonitrila (ACN), 0,1% (v/v) TFA], solução B [50% (v/v) ACN:H2O, 0,1% (v/v) TFA] e 

solução C [100 % H2O, 0,1% (v/v) TFA], respectivamente. Após o equilíbrio, as amostras 

proteicas puderam ser ligadas à coluna, seguindo-se lavagem com solução D [95% H20, 5% 

(v/v) metanol, 0,1% (v/v) TFA]. Para a eluição dos peptídeos, 10µL de solução B foram 

aspirados e acondicionados em tubos de vidro borosilicato (Waters Total Recovery vials). 

Seguiu-se nova concentração a vácuo. 

4.12.3. LC-MSE 

As amostras foram ressuspendidas em 20 µL de Formiato de amônio 20 mM pH10. Os 

peptídeos foram sequenciados no espectrômetro de massas Synapt G2 HDMS (Waters), 

acoplado ao sistema Acquity UPLC MClass, com tecnologia 1D Simulado (Waters). Os 

peptídeos foram capturados por uma coluna Trap 2D Symmetry C18 (5 μm, 180 μm x 20 

mm) (Waters). A separação foi realizada com uma coluna de primeira dimensão Acquity 

UPLC M-Class peptide BEH C18 (5 μm, 300 μm x 50 mm) (Waters) e uma coluna analítica 

Acquity UPLC M-Class peptide  CSH C18 (1.7 μm, 75 μm x 150 mm) (Waters). As fases 

móveis da primeira dimensão são: solução de formiato de amônio 20 mM pH 10 e 

acetonitrila. Já na segunda dimensão os dois eluentes foram: A (100% água contendo 0,1% de 

ácido fórmico) e B (100% acetonitrila contendo 0,1% ácido fórmico). O gradiente da primeira 

dimensão se inicia com 97% de formiato de amônio e 3% de acetonitrila. Em 4,6 minutos é 

atingido 55% de formiato de amônio e 45% de acetonitrila e até completar 10 minutos a 

condição inicial é restabelecido. O fluxo foi de 2 uL/min.O gradiente da fase móvel analítico 

se inicia com 93% A e 7% B e por 92 minutos o gradiente muda linearmente para 60% A e 

40% B e depois de 2 minutos é atingido 15% A e 85% B. Em dois minutos a coluna 

restabeleceu a condição inicial. O fluxo foi de 0,300 µL/min. Foi injetado 9 µl da amostra. 

A aquisição dos dados foi realizada em um espectrômetro de massas do tipo 

quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF) Synapt G2 MS, equipado com uma fonte nanolockspray 

operando no modo positivo (Waters, Manchester, UK), com ion mobility. Para todas as 

análises, o espectrômetro de massas operou no modo “V”, com poder de resolução típico 

mínimo de 12500, com a cela de ion mobility ativada. O espectrômetro de massas foi 

calibrado com [Glu1] fibrinopeptídeo B (GFP) humana 1 pmol.μL-1 e a mesma solução foi 

empregada para o "lock mass" utilizando-se o íon de dupla carga com uma amostragem a cada 

30 segundos. Os experimentos foram realizados no modo HDMSE (análise independente de 

dados) que consiste na aquisição alternada, entre espectros obtidos à baixa (3 eV) e alta (15-
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50 eV) energia de colisão, aplicadas ao módulo trap do ‘T-wave’ CID, em presença de gás 

argônio, que produz íons precursores e produtos em sequência. O tempo de varredura foi de 

0,8 segundos em cada modo, no intervalo de m/z entre 50 e 2000. 

4.12.4. Análise dos dados da espectrometria de massas 

Os espectros de massas foram processados utilizando o software ProteinLynx 

GlobalServer (PLGS)versão 3.1, com o banco de dados reverso de Sporothrix UNIPROT 

(data do download: junho de 2017; 38078 proteínas). Os parâmetros de processamento 

incluíram: tolerância automática para precursores e íons-produto; mínimo de três íons-

fragmento correspondentes por peptídeo; mínimo de 7 íons-fragmento correspondentes por 

proteína; mínimo de 2 peptídeos correspondentes por proteína; um possível erro de clivagem 

pela tripsina; carbamidometilação de cisteína como modificação fixa e oxidação de metionina 

como modificação variável; taxa máxima de descoberta de falso positivo (FDR) a 4%.  

4.13. Ensaio de inibição da adesão 

O ensaio de inibição da adesão de S. schenckii e S. brasiliensis à linhagem de 

fibroblastos L929 foi realizado conforme Mendes-Giannini e colaboradores (2004), com 

algumas adaptações. A linhagem de fibroblastos murinos L929 expandida em meio DMEM 

(Gibco, Grand Island) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco), penicilina 

(1 μg/mL), estreptomicina (1 μg/mL) e garamicina (1 μg/ml) a 37° C e 5% de CO2 com 

passagem a cada três dias. As células foram removidas por tripsinização e centrifugadas a 300 

x g durante 10 minutos a 4° C. A suspensão celular foi contada em câmara de Neubauer pela 

técnica de exclusão com azul de trypan e ajustada à concentração 2,5 x 105 células/mL em 

meio DMEM. Alíquotas dessa suspensão foram transferidas para placas de 6 poços contendo 

uma lamínula quadrada estéril e então incubadas overnight em estufa a 37° C e 5% de CO2. 

Em seguida, o meio foi descartado e cada poço lavados duas vezes com PBS estéril antes da 

realização do ensaio de inibição. 

As leveduras de S. schenckii e S. brasiliensis obtidas conforme os itens 4.2 e 4.3 foram 

lavadas duas vezes com PBS a 1000 x g por 5 minutos a 4° C, contadas em câmara de 

Neubauer e ajustadas à concentração de 2,5 x 108 leveduras/mL. Alíquotas de 0,1 mL dessa 

suspensão foram incubadas durante 1 hora a 37° C com um pool de sAnti-PSC , sAnti-rEno, 

sCI ou sCNI com S. schenckii e S. brasiliensis como controles. Leveduras incubadas somente 

com PBS (não opsonizadas) também foram usadas como controle. Todos os soros foram 



39 

 

diluídos 1:50 em PBS. Após duas lavagens, as leveduras foram ressuspendidas em PBS, 

transferidas para as placas de 6 poços contendo os fibroblastos e então incubadas por mais 3 

horas a 37° C. Após esse tempo, os poços foram lavados com PBS e as lamínulas retiradas e 

coradas com a técnica de coloração de Gram para quantificação da adesão por microscopia 

óptica em aumento de 1000X. O índice de inibição foi calculado pela porcentagem de 

fibroblastos com pelo menos 1 levedura aderida multiplicado pela média da quantidade de 

leveduras unidas a esses fibroblastos (de LIMA FRANCO et al., 2012). 

4.14. Obtenção de macrófagos para o ensaio de fagocitose 

Para realizar o ensaio de fagocitose foram utilizados macrófagos peritoneais obtidos 

do exsudato peritoneal de camundongos Balb/c, sadios. Previamente os animais foram 

inoculados com 3 mL de tioglicolato de sódio (DIFCO Lab. LTDA) a 3%,  três dias antes de 

serem eutanasiados em câmara de CO2. A pele da região abdominal foi retirada 

assepticamente em câmara de fluxo laminar classe 100 (Veco) e o peritônio exposto. Foram 

inoculados 5 mL de PBS pH 7,4 estéril gelado na cavidade abdominal, aplicando-se leve 

massagem para estimular a liberação das células. O líquido resultante foi colhido com auxílio 

de agulha e seringa, transferido para tubo cônico estéril de 15 mL e centrifugado a 400 x g por 

5 minutos. O sedimento celular foi lavado 3 vezes com 3 mL de PBS, sendo ressuspendido 

após a última lavagem em 1 mL de meio de cultura RPMI-1640 completo (RPMI-1640-C, 

assim definido o meio RPMI-1640 básico contendo 20 μM de 2β-mercaptoetanol, 100 U/ml 

de penicilina e estreptomicina, 2 mM de L-glutamina e 5% de soro fetal bovino), para a 

contagem de células em câmara de Neubauer pela técnica de coloração com Líquido de 

Lázarus. As suspensões celulares foram então ajustadas para a concentração de 4x105 

células/mL para a realização dos testes propostos. 

4.15. Ensaio de fagocitose 

O ensaio de fagocitose foi realizado como descrito por de Lima Franco e 

colaboradores (2012), com modificações. Em placas de 24 poços contendo lamínulas 

circulares foi colocado 1 mL de uma suspensão de macrófagos obtidos conforme o item 4.15 

então incubadas por 4 horas em estufa a 37° C e 5% de CO2. As leveduras de Ss16345, Ss250 

e ss256 obtidas como em 4.2 e 4.3 respectivamente foram ajustadas à concentração de 4x106 

leveduras/mL e opsonizadas durante 1 hora a 37° C sob agitação leve com o sAnti-rEno, 

sAnti-PSC, sCI ou sCNI. Todos esses soros foram inativados a 56º C por 30 minutos e 
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diluídos 1:100 em PBS. Leveduras incubadas somente com PBS (não opsonizadas) foram 

usadas como controle. Em seguida, a suspensão de leveduras foi lavada e ressuspendida em 1 

mL de RPMI-1640 acrescido de MOPS (RPMI-MOPS). Alíquotas dessa suspensão foram 

transferidas para placas de 24 poços contendo lamínula circular e os macrófagos previamente 

aderidos e então incubadas por 4 horas em estufa a 37° C e 5% de CO2. Transcorrido esse 

tempo, os poços foram lavados exaustivamente com RPMI-MOPS para eliminar as leveduras 

não ligadas, as lamínulas foram retiradas dos poços e fixadas a uma lâmina para microscopia. 

As células foram fixadas com metanol absoluto durante 5 minutos e coradas com Giemsa 

durante 30 minutos. Em seguida, as lâminas foram analisadas em microscópio óptico com 

aumento de 1000X. O índice fagocítico foi calculado pela porcentagem de macrófagos com 

leveduras fagocitadas multiplicado pela média da quantidade de leveduras fagocitadas.  

4.16. Determinação da capacidade de adesão da enolase a componentes da matriz 

extracelular 

Para determinar a capacidade de adesão da enolase a componentes da matriz 

extracelular foi ultilizado placa de 96 poços que foi adsorvidas com a matriz extracelular: 

plasminogênio ou fibrinectina na concentração de 10 μg/mL em tampão carbonato pH 9,6 e 

incubadas 18 horas à 4° C. Em seguida, a placa foi mantida a T.A. por 1 hora, lavada 3 vezes 

com PBS-T (PBS-Tween 20; 0,05%) e bloqueada com Soro Albumina Bovino 1% (BSA) à 

37º C por 2 horas. Após a incubação, a placa foi lavada três vezes com PBS-T e em seguida 

adicionado 100 μL por poço da proteína, rEno, em diferentes concentrações (10, 25, 50 

μg/mL) e incubada à 37º C por 15 horas. Como controles foram utilizados poços: 1) sem a 

matriz extracelular; 2) sem rEno; 3) sem rEno e sem o anticorpo Anti-rEno; 4) somente matriz 

extracelular. A placa foi lavada novamente com PBS-T, em seguida, adicionado sAnti-rEno 

no título 1:100 em PSB-T e BSA 0,5%, incubada por mais 1 hora à 37º C e posteriormente 

lavadas mais três vezes com PBS-T. Após lavagens foi adicionado o anticorpo secundário 

(anti-IgG de camundongo) no título de 1:2000 em PBS-T e BSA 0,5% e incubada à 37º C por 

1 hora. A placa foi lavada com PBS-T novamente e com a solução reveladora de fosfato de 

sódio/ ácido cítrico/ ortofenilenodiamino/ água oxigenadaincubada à T.A. por 10 minutos no 

escuro. A reação foi interrompida com HCl 3N e a leitura realizada em espectrofotômetro 

UV/visível para microplacas em absorvância de 490 nm (MultiskanAscent, Labsystems). Os 

resultados foram expressos em pg/mL. 
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4.17. Análise estatística 

A análise estatística dos resultados foi realizada pelo programa GraphPad Prism 

versão 6.01, aplicando-se análise de variância (ANOVA) de 1 ou 2 vias, com teste para 

comparações múltiplas de Tukey ou Sidak, respectivamente, conforme indicado em cada 

caso. O intervalo de confiança foi definido em 95%. 
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5. Resultados 

5.1. Padronização das curvas de crescimento dos isolados de gatos Ss250 e Ss256 

Nesse estudo, antes de caracterizar o perfil de proteínas presentes na parede celular das 

leveduras de Ss250 e Ss256, primeiramente foram determinadas suas curvas de crescimento 

em meio BHI durante um total de 14 dias, através da contagem de unidades, leveduras e UFC 

durante 14 dias. 

Como pode ser observado nas Figuras 2 e 3 o isolado Ss256 mostrou um padrão de 

crescimento mais acelerado durante a fase logarítmica em relação ao Ss250 evidenciado pelo 

aumento na média das leveduras e unidades fúngicas formadas num período menor, no 

entanto ambos isolados mostraram pouca diferença durante a fase estacionária. A 

padronização de ambas as curvas de crescimento serviram como ponto de partida para a 

otimização do tempo de obtenção das PSC dos fungos afim de, escolher um preparado 

antigênico preferencialmente na fase logarítmica de crescimento de ambos os fungos. 
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Figura 2. Padronização da curva de crescimento do isolado Ss250. Decorridos 5 a 6 dias de cultivo 

em meio líquido BHI, uma alíquota contendo 2 x 105 leveduras foi transferida para novo frasco 

contendo 100 mL do mesmo meio. Nos dias indicados, as culturas foram avaliadas quanto ao (A) 

número de unidades fúngicas, leveduras e UFC/mL, e (B) ao percentual de conversão hifa-leveduras. 

A medida de UFC/mL só é apresentada até o dia 7, uma vez que a viabilidade caiu abaixo de 1%, não 

permitindo a recuperação de UFC da cultura. Os resultados são apresentados como média ± DP de 3 

experimentos independentes 
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Figura 3. Padronização da curva de crescimento do isolado Ss256. Decorridos 5 a 6 dias de cultivo 

em meio líquido BHI, uma alíquota contendo 2 x 105 leveduras foi transferida para novo frasco 

contendo 100mL de meio líquido BHI. Nos dias indicados, as culturas foram avaliadas quanto ao (A) 

número de unidades fúngicas, leveduras e UFC/mL, e (B) ao percentual de conversão hifa-leveduras. 

A medida de UFC/mL só é apresentada até o dia 7, uma vez que a viabilidade caiu abaixo de 1%, não 

permitindo a recuperação de UFC da cultura. Os resultados são apresentados como média ± DP de 4 

experimentos independentes. 

5.2.  Dosagem de proteínas 

A Tabela 3 mostra a massa celular por litro de cultura dos fungos em estudo, assim 

como o teor proteico extraído dos mesmos após duas e três horas de exposição das leveduras 

com o reagente DTT. Os dados demonstram que conforme aumenta o tempo de exposição das 

leveduras ao tampão de extração, a liberação das PSC é maior, o que sugere uma ação mais 

eficaz do reagente DTT. Cabe ressaltar que a viabilidade celular das leveduras antes e após de 

cada extração realizada foi verificada pelo Kit live/dead, o que sugere que as proteínas obtidas 

poderiam ser preferencialmente da superfície celular e não do meio intracelular como produto 

da lise celular. 

 

Tabela 3 - Dosagem de PSC de S. schenckii e S. brasiliensis (Ss250 e Ss256) na fase de crescimento 

logarítmico  

Fungos 
Massa celular 

(g/L de cultura) 

Extração das PSC 

(mg/massa celular) 

2 horas 3 horas 

S. brasiliensis Ss250 17, 9 1, 147 4,860 

S. brasiliensis Ss256 15, 35 0, 635 4, 578 

S. schenckii ATCC 16345 15, 25 0, 926 3, 002 

*Os dados representam os valores médios de três extrações realizadas de cada fungo 
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5.3. Caracterização das PSC por SDS-PAGE 

Na Figura 4 observam-se os perfis de proteínas expressas na parede celular da cepa 

Ss16345 e dos dois isolados Ss250 e Ss256 quando caracterizados por SDS-PAGE. A 

semelhança do perfil protéico apresentado nas PSC de cada fungo, poderia ser devido ao alto 

grau de relação que existe entre as diferentes espécies do complexo Sporothrix schenckii 

(Fernandes et al., 2013). Além disso, duas bandas de proteínas com peso molecular entre 25 

kDa e 37 kDa e uma próximo a 50 kDa aparecem altamente expressas pelo destaque e a alta 

resolução nestes fungos. Tendo em conta que o sAnti-rEno reagiu contra a banda de proteína 

altamente expressa próximo a 50 kDa no gel de eletroforese das PSC de Ss250 e Ss256 

(resultado da Figura 6) sugere-se que a enolase de 47 kDa, pode estar altamente conservada 

dentro do gênero Sporothrix. 

 

Figura 4. Perfil eletroforético das PSC de Sporothrix spp. As PSC foram extraídas com DTT, 

submetidas à eletroforese vertical em SDS-PAGE 10% e após coradas por prata. Linha 1: Marcador de 

peso molecular. Linha 2: PSC de Ss16345. Linhas 3: PSC de S. brasiliensis Ss250. Linhas 4: PSC de 

S. brasiliensisSs256. 

5.4. Obtenção da enolase recombinante (rEno) 

A Figura 5 mostra a purificação da rEno e a qualidade da produção desta proteína após os 

procedimentos de purificação por cromatografia de afinidade e de exclusão molecular (linhas 4 e 5, 

respectivamente), sugerindo que a rEno foi expressa e obtida com alto grau de pureza. 
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Figura 5. Gel de SDS-PAGE 10% para a expressão, indução e purificação da rEno. Para a expressão da 

rEno as células de E.coli BL21foram induzidas na presença de IPTG e lisadas por sonicação, o sobrenadante 

com a proteína recombinante foi filtrada em membrana hidrofílica e purificado por cromatografia de 

afinidade e de exclusão molecular. Linha 1:Marcador de peso molecular; Linhas 2: Fração não induzida da 

rEno; Linha 3: Fração induzida da rEno; Linha 4: Purificação por afinidade ao níquel eLinha 5: Purificação 

por exclusão por tamanho da rEno. 

5.5. Especificidade do sAnti-rEno e imunoreatividade com a enolase contida nas PSC de 

Ss250 e Ss256 

A Figura 6A mostra a especificidade do soro policlonal (sAnti-rEno) obtido em 

camundongos contra a rEnopor immunoblotting. Nas linhas 2 e 3 da Figura 6B pode-se 

observarque o sAnti-rEno também reagiu com a proteína altamente expressa próximo a 50 

kDa presente nas PSC isoladas de Ss250 e Ss256, confirmando a presença da enolase na 

parede celular de S. brasiliensis. 
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Figura 6. Especificidade do soro sAnti-rEno contra rEno e imunoreatividade com as PSC de 

Ss250 e Ss256. A rEno e as PSC obtidas de Ss250 e Ss256 foram submtidas à eletroforese vertical em 

SDS-PAGE 10% e após transferidas para membrana de nitrocelulose. As membranas contendo os 

antígenos foram cortadas em tiras, bloqueadas com BSA 5% em TBS-T e em seguida incubadas com 

sAnti-rEno ou soro de camundongos não infectados (sCNI) como controle de inespecificidade. Foi 

adicionado o conjugado anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase e a formação dos 

complexos antígenos-anticorpos foi revelada com o cromógeno diaminobenzidina. (A)Linhas 1: 

Marcador de peso molecular; Linha 2: Membrana comrEno e sCNI (controle negativo); Linha 3: 

Membrana com rEno e sAnti-rEno; (B) Linha 1:Marcador de peso molecular; Linha 2: Membrana com 

PSC de Ss250 e sAnti-rEno; Linha 3:Membrana com PSC de Ss256 e sAnti-rEno.A seta indica a rEno 

(aproximadamente 47 kDa). 

5.6. SDS-PAGE das PSC e localização da Eno de Ss16345 por immunoblotting 

Com o intuito de localizar e purificar a enolase contida nas PSC isoladas diretamente 

das leveduras de Ss16345 foi realizado um novo gel de eletroforese e transferido para uma 

membrana de nitrocelulose para o immunoblotting. Na Figura 7A observa-se o gel de 

eletroforese vertical contendo as PSC extraídas do fungo S. schenckii na fase de levedura onde 

é possível observar 15 bandas de proteínas e entre elas foi localizada a enolase de 47 kDa 

descrita previamente por Portuondo e colaboradores (2016) a qual reagiu com sAnti-rEno 

(Figura 7B).  
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Figura 7. Perfil eletroforético das PSC de S. schenckii16345 e immunoblotting com o pool de 

sAnti-rEno. As PSC de Ss16345obtidas na fase logarítmica de crescimento do fungo com tampão de 

extração contendo DTT foram separadas por eletroforese vertical em SDS-PAGE 10% (A) ou 

transferida para membrana de nitrocelulose (B). O gel de SDS-PAGE foi corado por Coomassie e a 

membrana de nitrocelulose foi bloqueada com BSA 5% em TBS-T, cortada em tiras e em seguida 

incubadas com sAnti-rEno ou sCNI como controle de inespecificidade. Foi adicionado o conjugado 

anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase e a formação dos complexos antígenos-anticorpos 

foi revelada com o cromógeno diaminobenzidina. Linha 1: Marcador de peso molecular; Linha 2: PSC 

de Ss16345; Linha 3 e 4:Membranas de nitrocelulose contendo as PSC incubadas com sAnti-rEno 

ou com sCNIrespectivamente.  

5.7. Espectrometria de massas das PSC de S. brasiliensis 

Utilizando a metodologia de extração com DTT esperamos que apenas proteínas da 

superfície celular estarão presente no extrato, porém o sequenciamento realizado da banda de 

proteínas excisada do gel de eletroforese das PSC de Ss250 e Ss256 revelou a presença de 

aproximadamente 118 e 73 proteínas, respectivamente, e supõe-se que muitas provavelmente 

são provenientes do meio intracelular. Analisando essas proteínas, observou-se que a maioria 

(57 proteínas) está presente em ambos os isolados de Ss250 e Ss256, como mostra a Tabela 4. 

Esta informação somada a resultados anteriores do presente estudo demonstram que os 

isoladosdeS. brasiliensispossuem características semelhantes. Vale ressaltar que entre as 

proteínas detectadas neste seqüenciamento, foi identificada a presença da enolase sugerindo 

que está altamente conservada no gênero Sporothrix.  
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Tabela 4 - Análise das proteínas dos isolados Ss250 e Ss256 sequenciadas através de espectrometria 

de massas 

  

# de acesso 

UNIPROT 

 

 

Proteína 

Ss250 Ss256 

Cova 

(%) 
scoreb 

Cov 

(%) 
score 

1 U7Q486 

 

Fosfoglicerato mutase 2,3-

bisfosfoglicerato-independente 

39.46 

 

1078.807 

 

8.24 

 

317.3247 

 

2 U7PV62 2-metilcitrato desidratase 22 

 

772.3795  22.72 

 

593.6436 

3 U3PUQ3 3-carboximuconato ciclase 32.45 

 

14540.67 

 

33.17 

 

17931.97 

 

4 U7Q5P7 

 

4-aminobutirato aminotransferase 33.05 

 

1727.642 

 

25.94 

 

614.4686 

 

5 U7PNG2 

 

4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase 34.59 

 

2108.512 

 

24.53 

 

832.9371 

 

6 U7PWD4 

 

5- metiltetrahidropteroiltriglutamato-

homocisteína S-metiltransferase 

9.91 

 

438.9226 

 

25.81 

 

1106.714 

 

7 U7PJ30 

 

6-fosfogliconato desidrogenase 

descarboxilante 

44.55 

 

3176.85 

 

20.86 

 

751.1141 

 

8 U7Q208 

 

Adenosilhomocisteinase 37.64 

 

9278.303 

 

43.43 

 

1407.49 

 

9 A0A167TYE5 

 

Alanina aminotransferase 18 

 

785.6281 

 

7.38 

 

1028.415 

 

10 A0A0C2EPN2 

 

Alanina transaminase 42.89 

 

3816.584 

 

44.33 

 

3771.413 

 

11 A0A0C2IXA2 

 

Álcool desidrogenase 28.16 

 

948.8301 

 

16.38 

 

228.48 

 

12 U7PJQ4 

 

Aldeído desidrogenase 42.19 

 

9257.135 

 

39.76 

 

3043.126 

 

13 U7PT92 

 

Alfa-trealose-fosfato sintase 

(formadora de UDP) 

22.28 

 

2645.206 

 

20.29 

 

937.3209 

 

14 U7PT23 

 

alfa-1,2-manosidase 18.49 

 

950.6924 

 

27.55 

 

1058.634 

 

15 A0A0C2IWK2 

 

Proteína da família da 

aminotransferase 

31.5 

 

1534.785 

 

20.72 

 

471.7213 

 

16 A0A0C2FFX8 

 

Argininosuccinato liase 59.57 

 

11793.84 

 

25.59 

 

528.7809 

17 A0A0C2IY11 

 

Subunidade alfa da ATP sintase 19.31 

 

708.3693 

 

22.95 

 

1664.999 

 

18 C3RYJ3 

 

Beta tubulina (Fragmento) 30.34 

 

5853.772 

 

30.34 

 

6957.935 

 

19 A0A0C2IR07 

 

Beta-glicosidase 23.2 

 

7653.734 

 

26.58 

 

2341.273 

 

20 U3PRP6 

 

Carboxi-cis,cis-muconato ciclase 87.38 

 

20692.91 

 

88.11 

 

27736.66 

 

21 A0A0A7M635 

 

Catalase-peroxidase (Fragmento) 52.37 

 

30779.93 

 

52.37 

 

19207.12 

 

22 A0A0C2EZJ2 

 

Catalase-peroxidase 65.72 

 

31922.32 

 

62.35 

 

20930.19 

 

23 A0A0C2F7K1 

 

Chaperonina GroEL 14.77 

 

424.9418 

 

20.2 

 

569.6321 

 

24 A0A167TU33 Metionina sintase d cobalamina- 17.08 456.1696 15.25 1011.152 
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 independente     

25 A0A0C2IQ07 

 

Cis-Gli metalodipeptidase DUG1 59.87 

 

4636.569 

 

48.95 

 

1947.611 

 

26 A0A0C2IQC6 

 

Dihidrolipoil desidrogenase 21.33 

 

825.8157 

 

35.03 

 

1225.735 

 

27 U7PYQ7 

 

Proteína ligadora de DNA de 42 kDa 22.41 

 

509.2023 

 

27.36 

 

511.4831 

 

28 A0A0A0RPZ9 

 

Fator de alongamento 1a 

(Fragmento) 

56.9 

 

4406.858 

 

13.79 

 

1649.089 

 

29 U7PTA4 

 

Fator de alongamento-alfa 31.09 

 

9480.878 

 

17.39 

 

2396.572 

 

30 U7PSS1 

 

Enolase 73.06 

 

36689.96 

 

62.56 

 

5901.337 

 

31 A0A0F2MD27 

 

Glicosidase da família 31 4.81 

 

102.6964 

 

4.81 

 

184.0166 

 

32 U7PM62 

 

Desidrogenase formato 16.91 

 

267.6915 

 

22.92 

 

430.4417 

 

33 A0A0C2IMF4 

 

Glicanase b 41.3 

 

10429.09 

 

57.79 

 

10626.65 

 

34 A0A162KC37 

 

Glutamato carboxipeptidase 25.63 

 

1628.05 

 

9.45 

 

367.6915 

 

35 A0A0C2IVC4 

 

Glutationa redutase (NADPH) 32.06 

 

362.7298 

 

25.48 

 

544.1406 

 

36 U7PH76 

 

Glutationa-dissulfeto redutase 29.05 

 

363.9091 

 

12.5 

 

200.1112 

 

37 F2YQ15 

 

Proteína de choque térmico 90 40.17 

 

8695.338 

 

26.45 

 

2281.755 

 

38 U7PHP5 

 

Proteína semelhante à Hsp60 14.77 

 

424.9418 

 

20.2 

 

569.6321 

 

39 U7Q4G4 

 

Proteína semelhante à Hsp90 40.17 

 

8695.338 

 

26.45 

 

2287.449 

 

40 U7Q745 

 

Isocitrata desidrogenase [NADP] 47.17 

 

3891.554 

 

16.98 

 

317.1733 

 

41 A0A0F2LYD3 

 

Isopenicilina N epimerase 14.16 

 

478.4891 

 

10.15 

 

316.4585 

 

42 A0A0C2IAS4 

 

Metalopeptidase MepB 9.44 

 

241.5627 

 

10.83 

 

296.5713 

 

43 A0A0C2J557 

 

Metionil aminopeptidase 22.25 

 

509.2023 

 

27.17 

 

509.7395 

 

44 A0A0C2IPL7 

 

Chaperona molecular HtpG 40.17 

 

8695.338 

 

26.45 

 

2281.755 

 

45 U7Q011 

 

O-acetilhomoserina (Tiol)-liase 43.18 

 

2293.294 

 

26.36 

 

347.38 

 

46 A0A0C2IPV7 

 

Fosfoglicerato quinase 55.37 

 

12717.68 

 

52.74 

 

10891.66 

 

47 A0A0C2IIN3 

 

Fosfoglicerato mutase 30.27 

 

1046.835 

 

8.24 

 

309.9139 

 

48 A0A0C2F6S7 

 

Proteína ativadora de Ran GTPase 1 28.94 

 

2479.464 

 

30.35 

 

483.3116 

 

49 U7PYG1 

 

Sacaropina desidrogenase 

(formadora de L-glutamato NADP+) 

29.24 

 

1306.642 

 

27.23 

 

1147.943 

 

50 U7Q4C1 

 

Serina hidroximetiltransferase 4.38 

 

263.864 

 

23.17 

 

399.314 

 

51 U7Q3J0 Transcetolase 36.35 706.507 36.35 436.2386 



50 

 

     

52 A0A1L1WGH2 

 

Fator de alongamento da tradução 1 

alfa (Fragmento) 

38.63 

 

6155.413 

 

20.6 

 

1854.874 

 

53 A0A162MQJ0 

 

Trealose-6-fosfato sintase 29.94 

 

1746.536 

 

16.7 

 

733.4283 

 

54 U7Q8V0 

 

Cadeia alfa da tubulina 31.21 

 

1329.323 

 

27.03 

 

724.2827 

 

55 C6ZPH5 

 

Cadeia beta da tubulina (Fragmento)  42.26 

 

21459.82 

 

42.26 

 

8259.769 

 

56 A0A0F2MCW0 

 

Cadeia beta da tubulina 41.67 

 

25733.79 

 

37.3 

 

9597.15 

 

57 A0A0F2LQK8 

 

UDP-N-acetilglicosamina 

pirofosforilase 

21.6 

 

341.6003 

 

31.48 

 

724.8229 

 
aCobertura da seqüência com base no número total de aminoácidos 
b 

Probabilidade de identificação da correspondência de fragmentos 

5.8. Eletroforese bidimensional da enolase da cepa S. schenckii ATCC 16345 e dos 

isolados Ss250 e Ss256 

A análise da eletroforese bidimensional mostrou que a proteína enolase extraída do 

SDS-PAGE das PSC e purificada por eletroeluiçãoda cepa Ss16345 (A), apareceu como três 

spots de pesos moleculares de 48.6 kDa, 48.6 kDa, 48.1 kDa e pontos isoelétricos (pI) 

respectivamente de 5.06, 5.66 e 6.72; do isolado de S. brasiliensis Ss250 (B) apresentou 5 

spots de pesos moleculares de 57.9 kDa, 55.9 kDa, 55.2 kDa, 52.6 kDa, 52.6 kDa e pI 4.24, 

4.40, 4.55, 4.68 e 4.86, respectivamente; e o do isolado de Ss256 (C) também apresentou 5 

spots com pesos moleculares de 63.0 kDa, 59.2 kDa, 57.4 kDa, 54 kDa, 54 kDa e pI 4.34, 

4.46, 4.59, 4.68, 4.81 respectivamente  (Figura 8). É provável que essesspots sejam isoformas 

da mesma proteína, onde as diferenças de peso molecular e ponto isoelétrico podem ser 

osresultados de modificações pós-traducionais envolvendo processos de glicosilação ou 

substituição de aminoácidos hipótese ainda precisa ser confirmada através da 

imunorreatividade do sAnti-rEno entre os diferentes spots. 
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Figura 8. Eletroforese bidimensional da proteína enolase de S. schenckiie S. brasiliensisna fase 

leveduriforme. A proteína enolase eletroeluída foi submetida a focalização isoelétrica com gradiente 

de pH de 3-10.(A) Enolase extraída das PSC de Ss16345; (B)Enolase extraída das PSC de Ss250; (C) 

Enolase extraída das PSC de Ss256. As colunas a direita das figuras corresponde ao padrão de peso 

molecular e os spots (1, 2, 3, 4 e 5) geis às isoformas da enolase. pI: ponto isoelétrico. MW: Peso 

molecular. 
 

5.9. Titulação do sAnti-rEno por diluição seriada 

A imunogenicidade da enolase foi determinada pelo título de anticorpos do sAnti-rEno 

através de immunoblotting. Como pode ser observado na Figura 10A o soro obtido em 

camundongos imunizados com apenas a rEno reconheceu esta proteína até a diluição 1:800 

demonstrando as propriedades imunogênicas da enolase. Como esperado, os anticorpos contra 

esta proteína induzidos em camundongos imunizados com a enolase formulada com o ACF 
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mostraram um título maior de anticorpos sendo que a rEno foi reconhecida até a diluição 

1:51200 (Figura 10B). 

 

Figura 10. Titulação do soro sAnti-rEno por immunoblotting. A rEno foi submtida à eletroforese 

vertical em SDS-PAGE 10% e após transferida para membrana de nitrocelulose. A membrana foi 

cortada em tiras, bloqueadas com BSA 5% em TBS-T e em seguida incubada com diluições seriadas 

do sAnti-rEno obtido de camundongos imunizados com apenas a rEno (A) ou em formulação com o 

adjuvante de Freund (B). Foi adicionado o conjugado anti-IgG de camundongo marcado com 

peroxidase e a formação dos complexos antígenos-anticorpos foi revelada com o cromógeno 

diaminobenzidina. Linha 1: Marcador de peso molecular; Linha 2 e 9: Membrana com rEnoincubada 

com sCNI como controle de inespecificidade; Linhas 3-8: Diluição seriada do sAnti-rEno de 1:50 até 

1:1600. Linhas 10-17: Diluição seriada do sAnti-rEno de 1:400 até 1:51200.  

5.10. Ensaio de inibição da adesão 

Como mostra a Figura 11, o sAnti-rEno inibiu adesão deSs16345, Ss250 e Ss256 aos 

fibroblastos e essa inibição não foi estatisticamente diferente à gerada pelo sCI e sAnti-PSC 

com os respectivos fungos. Nossos resultados sugerem que a enolase de S. schenckii pode ter 

um papel relevante no processo de adesão e colonização deste fungo no hospedeiro. 
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Figura 11. sAnti-rEno inibe a adesão de Ss16345, Ss250 e Ss256 aos fibroblastos (Fb). As 

leveduras de Ss16345, Ss250 e Ss256 foram opsonizadas com sAnti-rEno, sAnti-PSC, sCI  ou sCNI 

ou não como controles. Em placas de cultura contendo fibroblastos foram adicionadas as leveduras, 

após lavagens adesãodo fungo aos fibroblastos foi visualizada por coloração de Gram.A significância 

estatística foi determinada por ANOVA com teste de comparações múltiplas de Tukey e intervalo de 

confiança de 95%. Letras distintas representam diferenças significativas entre os diferentes 

tratamentos (p < 0,05). (A-C) Índice de inibição da adesão em leveduras de Ss16345, Ss250 e Ss256, 

respectivamente; (D) Foto representativa de fibroblastos com leveduras de Ss250 não-opsonizadas 

aderidas. 

5.11. Ensaio de fagocitose 

A Figura 12 mostra que anticorpos contra a enolase favoreceram a fagocitose de 

leveduras de S. schenckii e S. brasiliensis, o que poderia ser útil no controle da infecção in 

vivo. A diferença estatística entre o índice fagocítico gerado pelo sAnti-rEno e os sAnti-PSC e 

sCI pode ser devido à presença de anticorpos específicos contra outros antígenos 

imunogênicos além da enolase nestes soros.  
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Figura 12. sAnti-rEno e sAnti-PSC favorecem a fagocitose dos dois isolados deS. brasiliensispor 

macrófagos peritoneais. As leveduras de Ss250 e Ss256 foram opsonizadas com o sAnti-rEno, sAnti-

PSC e/ou sCI ou sCNI como controles. Em placa de cultura as leveduras foram incubadas com 

macrófagos na proporção de 1:10. As células foram fixadas com metanol e coradas com Giemsa. A 

significância estatística foi determinada por ANOVA usando o teste de comparações múltiplas de 

Tukey com intervalo de confiança de 95%. Letras distintas representam diferenças significativas entre 

os diferentes tratamentos (p < 0,05). (A e B) Índice fagocítico em leveduras de Ss250 e Ss256, 

respectivamente; (C) Foto representativa de macrófagos sem leveduras fagocitadas; (D) Foto 

representativa de leveduras não opsonizadas fagocitadas por macrófago; (E) Foto representativa de 

leveduras opsozinadas com sAnti-rEno fagocitadas por macrófago. 

5.12.Determinação da capacidade deadesão da enolase a componentes da matriz 

extracelular 

A triagem dos ligantes da matriz extracelular à enolase por ELISA foi realizada com 

os constituintes da matriz extracelular, fibronectina e plasminogênio, e mostraram que esta 

proteína é capaz de se ligar a eles. Como mostra a Figura 9, a ligação da rEno a matriz 

extracelular aumenta conforme aumenta a sua concentração, porém quando analisadas as 

concentrações para a fibronectina, pode se observar que entre as concentrações de 25 e 50 

μg/mL não há diferença estatística significativa. 
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Figura 9. Ligação da enolase aos componentes da MEC: fibronectina e plasminogênio. Placas de 

microtitulação foram sensibilizadas com 10 μg/ml dos componentes da matriz extracelular e a proteína 

rEno em diferentes concentrações (10, 25, 50 μg/mL).A interação foi revelada por ELISA, com a 

leitura da absorbância em 490nm. O controle negativo foi feito com anticorpos primários, secundários, 

BSA 0,5% matriz extracelular.A significância estatística foi determinada por ANOVA usando o teste 

de comparações múltiplas de Tukey com intervalo de confiança de 95%. Letras distintas representam 

diferenças significativas entre os diferentes tratamentos e os valores do controle já estão plotados nos 

resultados (p < 0,05). 
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6. Discussão 

A esporotricose representa um importante problema de saúde Pública no Brasil 

(MARTIN  et al., 2014; GREMIÃO  et al., 2017) e os tratamentos existentes contra esta 

doença são demorados e causam muitos efeitos colaterais (PAIXÃO et al., 2015; MOREIRA 

et al., 2015). Soma-se a essa realidade, a falta de uma vacina veterinária e/ou humana contra 

esta doença (de SOUZA LACERDA  et  al.,  2011; PORTUONDO  et  al.,  2015) que possa 

auxiliar na medicina preventiva ou como terapia associada ao tratamento convencional com 

antifúngicos. 

Um dos caminhos a serem seguidos na descoberta de tratamentos eficientes para as 

micoses sistêmicas é a identificação de moléculas de superfície conhecida como adesinas que 

medeiam à invasão e colonização do fungo no tecido do hospedeiro (WIZEMANN et al., 

1999). Sendo assim a geração de uma reposta imune efetiva, que bloqueie esse primeiro 

estágio de infecção podeemprincípio, ser uma estratégia e/ou ferramenta eficaz para evitar a 

disseminação do patógeno no hospedeiro.  

Um estudo recente do nosso grupo demonstrou que o soro obtido de camundongos 

imunizados com um extrato de nove proteínas da parede celular de Ss16345 formulado com o 

adjuvante hidróxido de alumínio HA apresentou reatividade contra duas proteínas, uma de 71 

kDa de função desconhecida e outra de 47 kDa identificada como enolase (PORTUONDO et 

al., 2016). A transferência passiva desse soro em camundongos induziu a proteção contra a 

infecção por esse fungo, evidenciando a eficácia da formulação e a possível contribuição da 

enolase como alvo antigênico para fins vacinais contra a esporotricose.  

Já foi relatado que a enolase além de participar na via glicolítica de muitos organismos 

também age como uma adesina na superfície celular dos patógenos mediando a invasão no 

hospedeiro (JI et al., 2016). A imunogenicidade desta proteína também tem sido relatada em 

modelo de infecção de C. albicans (LI et al., 2011), Plasmodium falciporum (PAL-

BHOWMICK et al., 2007) e outras espécies, porém as propriedades da enolase não foram 

ainda estudadasem S. schenckii.  

Com base nestes antecedentes, nós decidimos avaliar as propriedades adesvias e 

imunogênicas da enolase de Sporothrix spp. para fins vacinais contra a esporotricose.  

Vários estudos têm demonstrado que o perfil de proteínas, carboidratos, lipídeos e 

outros componentes da parede celular do fungo mudam conforme as condições e composição 

do meio de cultura (SCOTT et al., 1989; MENDOZA et al., 2012), a fase dimórfica do fungo 

(leveduras ou micélio) e a fase em que encontra-se na curva de crescimento (ALMEIDA et 
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al., 2015; RUIZ-BACA et al., 2009). Logo,neste trabalho foram primeiramente padronizadas 

as curvas de crescimento de leveduras dos dois isolados de gatos, Ss250 e Ss256, por 

representar a forma do fungo em que se encontra no hospedeiro. 

 É provável que a alta taxa de crescimento do isolado Ss256 na fase logarítmica de 

crescimento em comparação ao Ss250 deva-se a sua maior virulência no hospedeiro, sendo 

que estudos prévios realizados em camundongos Balb/c (resultados não mostrados) com esses 

dois isolados e com a cepa Ss16345 mostraram manifestações patológicas mais rápidas nos 

animais sob a infecção de Ss256 em relação aos outros fungos. Estudos realizados com 

Aspergillus fumigatus em modelos experimentais demonstraram que isolados clínicos com 

maiores taxas de crescimento in vitro apresentaram maior virulência em camundongos quando 

comparados com isolados de crescimento lento (PAISLEY et al., 2005) ou isolados 

ambientais (MONDON  et al., 1996; AUFAUVRE-BROWN et al., 1998), sugerindo uma 

correlação entre a virulência e  o acelerado crescimento desta espécie no hospedeiro, embora 

que diferenças fenotípicas específicas possam desempenhar um papel nessa associação que 

ainda precisam ser estudadas (AMARSAIKHAN et al., 2014). 

O próximo passo foi então caracterizar o perfil protéico das PSC dos dois isolados S. 

brasiliensis com a finalidade de verificar a presença da enolase em ambos os fungos.  

A extração realizada ao término dasduas horas de tratamento das leveduras como o 

tampão de extração de proteínas contendo o reagente DTT evidenciou um baixo rendimento 

protéico, em média 1mg por 16,2g de massa fúngica, aproximadamente. Neste sentido com o 

intuito de aumentarmos esse rendimento para os ensaios propostos, o procedimento de 

extração foi estendido para 3 horas, conseguindo assim um rendimento protéico três vezes 

maior ao anterior. Devemos ressaltar que esta modificação do protocolo descrito por outros 

autores (KUBITSCHEK-BARREIRA et al., 2013, CASTRO et al., 2013, PORTUONDO et 

al., 2016), não afetou a viabilidade celular de Ss16345, Ss250 e Ss256 e por consequência a 

integridade da membrana celular antes e após o tratamento com DTT, sugerindo que nosso 

isolado protéico poderia estar constituído apenas por proteínas da superfície celular e não 

proveniente do citoplasma por conta da lise celular.No entanto houve a presença de proteínas 

provenientes do meio intracelular, possivelmente explicada pela existência de uma via de 

secreção não-canônica que justifica a presença de proteínas atípicas localizadas na superfície 

celular do fungo no extrato. Por exemplo, Kubitschek-Barreira e colaboradores (2013) 

mostraram que em um isolado protéico derivado da superfície de Aspegillus fumigatus 

utilizando o mesmo tampão de extração de proteínas com DTT, sem dano ou rompimento de 
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membrana, foram identificadas uma proteína com o sinal de secreção típico de parede celular 

e duas proteínas preditas como adesinas putativas, enolase e gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH). Além disso, neste estudo foram identificadas outras proteínas, 

como as que estão ligadas covalentemente a estrutura de polissacarídeos e são atípicas em 

extrato de proteínas da parede celular, o que demonstra que um sinal canônico para secreção 

pode não ser sempre necessário para a localização das proteínas na superfície celular do 

fungo. 

A pouca diferença no número de bandas contidas nas PSC entre os fungos utilizados e 

especialmente a presença demuitas proteínas compartilhadas entre os dois isolados de gatos, 

Ss250 e Ss256, evidencia o alto grau de parentesco fenotípico entre as espécies do gênero 

Sporothrix como já foi descrito por Rodrigues e colaboradores (2013). Esta informação é 

importante na identificação de potenciais alvos antigênicos para a imunoprofilaxia multi-

espécie contra a esporotricose ou inclusive como marcadores moleculares para o diagnóstico 

desta doença. Alinhado com isto, nosso grupo de trabalho previamente demonstrou que um 

soro obtido em camundongos imunizados com uma formulação vacinal à base de PSC de 

Ss16345 reagiu com a superfície celular das leveduras de Ss250 e ainda essa formulação 

induziu proteção em camundongos desafiados com ambas as cepas (PORTUONDO et al., 

2017), evidenciando a presença de antígenos imunodominantes e compartilhados entre ambas 

as espécies, provavelmente associados à proteção conferida.   

A espectrometria de massas revelou que dentro da banda de proteínas próxima a 50 

kDa no gel de eletroforese das PSC de Ss250 e Ss256 encontrava-se a enolase de 47 kDa 

previamente descrita por Portuondo e colaboradores (2016) na cepa Ss16345. Este resultado 

além de explicar a reatividade do sAnti-rEno com essa banda, também sugere que a enolase 

provavelmente está altamente conservada no gênero Sporothrix. Um estudo recente realizado 

por nosso grupo de trabalho mostrou por citometria de fluxo que o sAnti-rEno reagiu com a 

superfície das leveduras de Ss16345, Ss250, Ss256 e Ss1099-18 evidenciando a presença da 

enolase na parede celular desses fungos e também sugerindo que a mesma nessa localidade 

pode agir como uma adesina, favorecendo a invasão e colonização dessas espécies no 

hospedeiro, como já foi demonstrado em modelos de infecção de C. albicans (SILVA et al., 

2014) , P. brasiliensis (DONOFRIO et al., 2009, NOGUEIRA et al., 2010) e outras espécies 

fúngicas.  

Esperávamos encontrar nos géis de eletroforese bidimensional realizado da banda 

próximas a 50 kDa a presença de vários spots com uma distribuição não tão homogênea e 
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visualmente definida à obtida. É conhecido que o nível de expressão das enzimas glicolíticas 

são altamente elevadas nas células e ainda essa expressão é superior na enolase, 

aproximadamente 15-20 vezes (ROTH et al., 1988 ).  

Neste sentido é provável que à baixa concentração por unidade de proteínas nessa 

banda de aproximadamente 50 kDa em relação à enolase impediram a sua detecção pelo 

corante Coomassie, limitando assim a sua visualização nos géis. Assumindo esta hipótese e 

observando o alto grau de definição dos spots nos géis da eletroforese de 2D com pesos 

moleculares e pontos isoelétricos muito próximo a enolase de 47 kDa da cepa Ss16345 

descrita por Portuondo e colaboradores (2016), acreditamos que os mesmos sejam isoformas 

desta proteína, onde as diferenças de pesos moleculares e pontos isoelétricos podem ser 

resultados de modificações pós-traducionais envolvendo processos de glicosilação, 

fosforilação ou substituição de aminoácidos (PAL-BHOWMICK et al., 2007b, RODRIGUES 

et al., 2015). Esta hipótese precisa ser confirmada por meio da especificidade do sAnti-rEno 

com os diferentes spots encontrados na banda de 50 kDa. Vários trabalhos têm demonstrado 

que a enolase em muitos organismos se apresenta com múltiplas isoformas em dependência 

do compartimento celular (JI et al., 2016), por exemplo, Pal-Bhowmick e colaboradores 

(2007) demonstraram que a enolase de Plasmodium yoelii, um dos agentes causadores das 

diferentes formas da malária, aparece distribuída nesse patógeno com um número de 4 

isoformas no citoplasma, duas isoformas na membrana celular, uma isoforma no núcleo e 

maisduas no citoesqueleto. Esta diversidade de isoformas da enolase poderia explicar suas 

diferentes funções não glicolíticas nas células, ditas moonlightings,como por exemplo a de 

ligação ao plasminogênio (PANCHOLI & FISCHETTI,1998) ou a fibronectina (CASTALDO 

et al., 2009), de proteína de estresse oxidativo em células endoteliais ou proteína de choque 

térmico; de ligação ao citoesqueleto e cromatina para auxiliar na transcrição (SONG et al,. 

2014; SUBRAMANIAN et al., 2000; GAO et al., 2013; PANCHOLI et al., 2001; HSIAO et 

al., 2013) além de desempenhar um papel importante nos processos de imunomodulação em 

modelos sistêmicos de candidíase ou pacientes com malária (Pitarch et al., 2004; Chen et al., 

2012; PAL-BHOWMICK et al., 2007) entre outras. 

A capacidade de alguns fungos de se aderirem a componentes da matriz extracelular 

do hospedeiro constitui um fator importante na patogênese (DONOFRIO et al., 2009) uma 

vez que medeiam a colonização, estabelecimento e disseminação do patógeno no hospedeiro   

(SCHWARZ-LINEK et al., 2006). Em relação a isto nós avaliamos se rEno poderia se ligar in 

vitro a fibronectina e ao plasminogênio. E o resultado mostrou que a rEno é capaz de se ligar 



60 

 

a ambos os constituintes da matriz celular, porém essa ligação foi saturada no caso da 

fibronectina à concentração de 25 μg/mLda rEno em comparação ao plasminogênio, 

evidenciando uma maior afinidade desta proteína pela fibronectina. Resultados semelhantes 

foram obtidos por outros autores (MARCOS et al., 2016, DONOFRIO et al., 2009) em 

estudos com aenolase de P. brasiliensis, que foi caracterizada por Donofrio e colaboradores 

(2009) como uma adesina ligante de fibronectina. As proteína ligantes de fibronectina 

contribuem para a patogênese da infecção e manutenção do fungo em tecidos mediando a 

adesão aos hospedeiros. Dado que as adesinas dos fungos podem conter diferentes sequências 

capazes de serem reconhecidas por componentes da matriz extracelular (YAMADA, 1991; 

2003), supõe-se que uma das possíveis combinações de ligação entre essas sequências da 

enolase e da fibronectina fornece uma forte interação entre elas. A partir desses resultados, 

sugerimos que Sporothrix possa usar a enolase para aderir e talvez invadir células 

hospedeiras, como já descrito para outros agentes patogênicos (PANCHOLI, 2001), e 

possivelmente age como um fator de virulência com função adesiva envolvendo também a 

ligação ao plasminogênio (BERGMANN et al., 2001; BERNAL et al., 2004; PANCHOLI, 

2001).  

Visando a imunogenicidade e o efeito protetor dos anticropos específicos contra a 

enolase em outros fungos patogênicos (LI et al., 2011; FENG et al., 2009; PAL-

BHOWMICK et al., 2007a) também foi avaliado se esta proteína no caso de S. schenckii 

poderia ser imunogênica. A reatividade do sAnti-rEno na diluição 1:800 com a rEno, 

evidenciou a imunogenicidade da enolase, sendo que a mesma na presença do adjuvante de 

Freund foi capaz de induzir altos títulos de anticorpos antígenos específicos. Cabe ressaltar 

que esse título de anticorpos foi superior aos relatados por Li e colaboradores (2011) com a 

enolase recombinante de C. albicans. Esses autores utilizaram o mesmo esquema de 

imunização e a mesma dose antigênica de 100 μg/mL da enolase dentro de cada formulação 

que utilizamos neste estudo, o que indica provavelmente que a enolase de S. schenckii possa 

ser mais imunogênica que a enolase de Cândida. Outro resultado interessante de Li e 

colaboradores (2011) também demonstrado nesse estudo foi que a transferência passiva desse 

soro específico contra a enolase de Candida em camundongos C57BL-6 conferiu uma 

proteçãoefetiva nesses animais após serem desafiados com uma dose letal das leveduras de C. 

albicans 3630 ou C. albicans SC5314, evidenciando a potencialidade da enolase como um 

alvo antigênico para fins vacinais na candidíase (LI et al., 2011).  



61 

 

A inibição in vitro gerada pelo sAnti-rEno às leveduras de  Ss16345, Ss250 e Ss256 a 

fibroblastos sugere que a enolase de S. schenckii possater um papel relevante na virulência 

deste fungo no hospedeiro, o que a tornaria um alvo antigênico potencial para fins vacinais na 

esporotricose. Como já demonstrado por outros autores, anticorpos específicos contra a 

enolase são capazes de inibir a adesão do microrganismo ao hospedeiro, por exemplo, Silva e 

colaboradores (2014) demonstraram que um anticorpo específico contra a enolase de C. 

albicans inibiu a adesão deste fungo ao tecido gastrointestinal de camundongos. Donofrio e 

colaboradores (2009) também mostraram que um anticorpo policlonal obtido em coelhos 

contra a enolase de 54 kDa presente na superfície celular de P. brasiliensis inibiu 82% a 

adesão deste fungo a células epiteliais A549. E em outro estudo, Esgleas e colaboradores 

(2008) também demonstraram que o tratamento de Streptococcus suis com um soro específico 

contra a enolase desta espécie inibiu sua adesão acélulas do endotélio microvascular cerebral.  

Com base nos nossos resultados, acreditamos que a enolase de S. schenckii possa ter um papel 

relevante no processo de adesão e colonização deste fungo no hospedeiro. 

Nas últimas duas décadas o papel de anticorpos na defesa do hospedeiro contra 

diferentes fungos patogênicos (CASADEVALL & PIROFSKI, 2012b), incluindo S. schenckii 

(NASCIMENTO et al., 2008, ALMEIDA, 2012), tem sido mostrado de várias formas, 

envolvendo a opsonização e inibição da adesão do fungo em células hospedeiras, assim como 

a ativação do complemento e da citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) 

(CASADEVALL & PIROFSKI, 2012a). Segundo Portuondo e colaboradores (2016a), 

macrófagos foram capazes de fagocitar leveduras de S. schenckii quando opsonizadas com 

soro de animais previamente imunizados com um extrato de nove proteínas isolado da 

superfície celular de Ss16345, contendo a enolase, enquanto que leveduras não-opsonizadas 

foram raramente fagocitadas. Nesse estudo o soro desses animais mostrou reatividade para 

apenas a enolase e outra proteína de 71 kDa mas de função desconhecida, então os autores 

sugeriram que provavelmente ambas as proteínas favoreceram a opsonofagocitose das 

leveduras de S. schenckii. 

Um importante mecanismo de proteção mediado por anticorpos é a opsonização do 

microrganismo pelo receptor Fc (FcγR) (ALVAREZ et al., 2008) que medeia várias funções 

de macrófagos, como estimulação da liberação de citocinas, ativação da burst respiratório, 

fagocitose e citotoxicidade celular dependente de anticorpos (RICHARDS  et al., 2008; 

CLAVEL et al., 2008). Esse papel protetor de anticorpos contra alguns fungos já foram 

descritos, por exemplo Cryptococcus neoformans (CASADEVALL  & PIROFSKI, 2005). No 
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presente estudo, os resultados mostraram que a opsonização das leveduras dos dois isolados 

de gatos (Ss250 e Ss256) favoreceu a fagocitose desses fungos por macrófagos peritoneais 

isolados de camundongos Balb/c. Este resultado corrobora com de Lima Franco e 

colaboradores (2012) que demonstraram que a fagocitose de S. schenckii por macrófagos na 

presença de soro de camundongos infectados previamente com leveduras é superior a do soro 

de camundongos não infectados e também com Glowalla e colaboradores (2009) que 

purificaram anticorpos contra a enolase e outras duas proteínas isoladas da superfície celular 

de Staphylococcus aureus os quais foram capazes de opsonizar as bactérias, levando a uma 

potente opsonofagocitose e efeito bactericida in vitro. Além disso, confirma hipótese anterior 

de que a capacidade do soro de potencializar a fagocitosepode estar atribuída à atividade 

ligante da enolase.  

Neste estudo foi demonstrado que a enolase está presente nos isolados S. brasiliensis, 

considerada essa a espécie mais virulenta dentro do complexo Sporothrix (RODRIGUES et 

al., 2013) e que há uma reatividade do sAnti-rEno contra essa espécie. Anticorpos específicos 

contra a enolase foram responsáveis, ao menos em parte, pela inibição de S. schenckii e S. 

brasiliensis aos fibroblastos e aumento da fagocitose in vitro. Portanto esses resultados, 

somados à capacidade de ligação da enolase a fibronectina e ao plasminogênio sugeremque a 

essa proteína além de ser imunogênica possa estar envolvida na virulência do fungo, 

contribuindo na patogênese da infecção. Diante do exposto, acreditamos que a enolase de S. 

schenckii possa ser um potencial alvo antigênico gerando novas ferramentas para estratégias 

vacinais e/ou terapêuticas na proteção contra a esporotricose. 
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7. Conclusões 

• As curvas de crescimento dos isolados de S. brasiliensis Ss250 e Ss256 foram 

padronizadas. Sendo que o Ss256 mostrou uma fase logarítmica menor do que Ss250, 

podendo significar maior virulência desse isolado. 

• Ambos os isolados mostraram semelhança no perfil de proteínas na parede celular das 

leveduras durante a fase logarítmica de crescimento, destacando a presença da enolase 

de 47 kDa. 

• O sAnti-rEno reagiu com a enolase contida nas PSC obtidas dos fungos. 

• O sAnti-rEno reduziu a adesão dos fungos em estudo aos fibroblastos.  

• O sAnti-rEno favoreceu a fagocitose dos mesmos por macrófagos peritoneais. 

• Os contituintes da MEC: fibronectina e o plasminogênio foram reconhecidos pela 

enolase. 
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