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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Antígenos e anticorpos na esporotricose: caracterização e aplicações 

diagnósticas 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

Rodrigo de Almeida Paes 
A esporotricose é uma importante micose subcutânea que apresenta aumento do número de 
casos em todo o mundo. Entretanto, poucos são os dados disponíveis sobre seus aspectos 
imunológicos, em especial da resposta humoral e como conseqüência há uma falta de 
imunoensaios padronizados. Neste trabalho um ensaio imunoenzimático foi desenvolvido para 
detecção de anticorpos específicos em amostras de soro de 90 pacientes com diferentes formas 
clínicas de esporotricose. Reações cruzadas foram analisadas com 72 soros heterólogos de 
pacientes com histoplasmose, paracoccidioidomicose, criptococose, aspergilose, tuberculose e 
leishmaniose tegumentar americana. O teste foi feito com exoantígenos da forma filamentosa 
de Sporothrix schenckii, um complexo antigênico que apresenta duas proteínas com homologia 
à proteína STB2 de Saccharomyces cerevisiae, como determinado por espectrometria de 
massas. Verificou-se uma sensibilidade de 97% e uma especificidade de 89% neste ensaio. 
Reações cruzadas foram observadas, da mesma forma como em outros imunoensaios para o 
diagnóstico da esporotricose. O ELISA demonstra ser especialmente útil nas formas cutâneas 
da doença, que não são facilmente diagnosticadas com as técnicas de aglutinação e 
precipitação disponíveis. Utilizando este protocolo padronizado também verificamos 
imunoglobulina G, IgM e IgA no soro de 41 pacientes com esporotricose antes da terapia 
antifúngica e em outros 35 pacientes com esporotricose durante o tratamento com itraconazol. 
Anticorpos IgA contra exoantígenos de S. schenckii foram presentes na maioria dos pacientes 
antes do tratamento (95,1%), assim como IgM e IgG (85,4%). IgG apresentou maior 
freqüência em pacientes em tratamento (91,4%). Porcentagens de amostras positivas para IgM 
(71,4%) e IgA (88,6%) foram menores em pacientes em tratamento, assim como a média de 
densidade ótica. Setenta e oito por cento dos pacientes com esporotricose sem tratamento 
tiveram níveis detectáveis de todos os isotipos testados e essa porcentagem caiu para 62,9% 
em pacientes recebendo itraconazol. Porcentagem de pacientes com pelo menos dois isotipos 
detectáveis foi 92,7% antes do tratamento e 88,6% depois, mostrando que a detecção destes 
três isotipos juntos aumenta a sensibilidade do sorodiagnóstico da esporotricose. Reatividade 
de 94 soros de pacientes com outras doenças e indivíduos saudáveis foi testada e reações 
cruzadas foram vistas, em especial com IgM nos pacientes com leishmaniose. De forma geral, 
8,5% dos soros heterólogos foram positivos em pelo menos dois isotipos e somente um (1,1%) 
foi positivo nos três isotipos. Esses resultados sugerem que o ELISA usando exoantígenos da 
forma filamentosa de S. schenckii é uma ferramenta sensível no sorodiagnóstico da 
esporotricose e pode ser utilizado em conjunção com métodos convencionais de diagnóstico 
desta infecção. 
 

Palavras-chave: Antígenos, Anticorpos, ELISA, Esporotricose 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Antigens and antibodies in sporotrichosis: characterization and application 

on diagnosis 

ABSTRACT 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

Rodrigo de Almeida Paes 

Sporotrichosis is an important subcutaneous mycosis, with increasing numbers of cases all 
over the world. However, only few data is available regarding its immunological aspects, 
particularly the humoral response. Consequently, there is a lack of standardized 
immunoassays. In this work an enzyme-lynked immunosorbent assay was developed for 
specific antibody detection in serum samples obtained from 90 patients with different clinical 
forms of sporotrichosis. Potential cross-reactions were analyzed with 72 heterologous sera 
from patients with histoplasmosis, paracoccidioidomycosis, cryptococcosis, aspergillosis, 
tuberculosis and American tegumentary leishmaniasis. The assay was developed with 
mycelial-phase Sporothrix schenckii exoantigens, an antigenic complex presenting two 
proteins with homology to STB2 protein from Saccharomyces cerevisiae, as analyzed by mass 
spectrometry. We found a sensitivity of 97% and a specificity of 89% in this assay. Some 
cross reactions were seen, as observed in other immunoassays for the diagnosis of 
sporotrichosis. The ELISA appears to be especially useful for cutaneous forms of disease, 
since they are not promptly diagnosed with available immunoprecipitation or agglutination 
techiniques. Using this standardized protocol we also measured immunoglobulin G, IgM and 
IgA in sera from 41 patients with sporotrichosis before antifungal treatment and from another 
35 patients with sporotrichosis during itraconazole treatment course. IgA antibodies against 
S. schenckii exoantigens were present in the majority of patients before treatment (95.1%), as 
well as IgM and IgG (85.4%). IgG presented higher frequency in patients under treatment 
(91.4%). Percentages of positive samples for IgM (71.4%) and IgA (88.6%) were lower in 
patients under treatment and differences in mean optical densities were significant. Seventy-
eight percent of sporotrichosis patients without treatment had detectable levels of all isotypes 
tested and this percentage dropped to 62.9% in patients receiving itraconazole. Percentage of 
patients with at least two detectable isotypes was 92.7% before treatment and 88.6% after, 
showing that detection of these three isotypes together improves sensitivity in the 
serodiagnosis of sporotrichosis. Reactivity of 94 sera from patients with other diseases and 
healthy individuals was also tested and some cross reactivity was seen, especially with IgM in 
leishmaniasis patients. In general, 8.5% of these heterologous sera were positive for at least 
two isotypes and only one (1.1%) was positive for the three isotypes. These results suggest that 
the ELISA using mycelial-phase S. schenckii exoantigens is a very sensitive tool for the 
serodiagnosis of sporotrichosis and can be used in conjunction with conventional methods of 
diagnosis for this infection. 

 
Key-words: Antigens, Antibodies, ELISA, Sporotrichosis 
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Introdução 

 
 

Histórico 
O fungo Sporothrix schenckii foi isolado pela primeira vez pelo estudante de medicina 

Benjamin Schenck, em 1896, de um paciente com 36 anos, do sexo masculino, apresentando 

lesões na mão e no braço direito. Este isolado, obtido da secreção dos abscessos que o paciente 

apresentava, foi estudado pelo micologista Erwin Smith, que concluiu que este fungo pertencia 

ao gênero Sporotrichum (Schenck, 1898). Anteriormente, Linck em 1809 e Lutz em 1889 já 

tinham se referido a possíveis casos de esporotricose. No entanto, não foi possível o 

isolamento do fungo para a confirmação dos casos (apud Kwon-Chung & Bennet, 1992). O 

segundo caso indiscutível de esporotricose descrito, também nos Estados Unidos, em Chicago, 

por Hekton & Perkins em 1900, relata o desenvolvimento de uma lesão no dedo de um menino 

após ter sido ferido com martelo, lesão esta que regrediu espontaneamente. Tais pesquisadores 

deram a esse fungo patogênico sua denominação atual, Sporothrix schenckii (Hekton & 

Perkins, 1900). 

Em 1907, o primeiro caso de infecção natural em animais foi descrito por Lutz e 

Splendore, em ratos, no Brasil (Lutz & Splendore, 1907). Este fungo tem sido identificado em 

diversas áreas do mundo e, nos anos mais recentes, a maioria dos casos publicados são 

provenientes da América Central e do Sul, em especial México, Colômbia, Brasil e Peru, além 

do continente africano (Pappas et al., 2000). 

 

O patógeno 
O fungo dimórfico S. schenckii é o agente etiológico da esporotricose, uma micose 

subcutânea adquirida por inoculação traumática do fungo nos tecidos. Eventualmente, a 

inalação dos conídios do fungo pode levar a uma infecção primária pulmonar e posterior 

disseminação, tal como nas micoses sistêmicas (Rippon, 1988). Esse microrganismo faz parte 

do Reino Fungi, é organismo eucariótico, heterotrófico, sem mobilidade própria, apresentando 

parede celular rígida e quitinosa. Pertence à Divisão Ascomycota e à classe Pyrenomycetes, 

ordem Ophiostomatales, e família Ophiostomataceae (Guarro et al., 1999). 

Até o presente não se conhece a forma de reprodução sexuada de S. schenckii, embora 

haja fortes evidências moleculares de que este fungo sofra mecanismos de recombinação na 

natureza (Mesa-Arango et al., 2002). Estudos demonstram que S. schenckii é um ascomiceto, 
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uma vez que apresenta septo simples, com corpúsculos de Woronin (Smith & Batenburg-van 

der Vegte, 1985) e três genes de quitina sintase (Chua et al., 1994). Análises moleculares da 

região 18S do DNA ribossomal mostraram evidências indiretas de que a forma sexuada deste 

fungo pudesse ser Ophiostoma stenoceras (Berbee & Taylor, 1992) porém, estudos morfo-

fisiológicos mostram diferenças básicas entre as duas espécies: O. stenoceras é incapaz de 

produzir conídios demáceos, ao contrário de S. schenckii, e este não produz peritécio em meios 

de batata, arroz ou malte, como acontece com os isolados de O. stenoceras (Dixon et al., 1991; 

O’Reilly & Altman, 2006); as diferenças também se demonstram quando ambas espécies são 

inoculadas em camundongos, pois S. schenckii é encontrado em diversos tecidos após 

inoculação intravenosa, o que não ocorre com O. stenoceras, que somente é encontrado em 

determinados órgãos e nunca em todos os animais inoculados (Dixon et al., 1992). Tais 

observações levaram a considerar como espécies diferentes o anamorfo de O. stenoceras 

(Sporothrix sp.) e S. schenckii. Outros estudos moleculares (Hintz, 1999) unidos aos de Berbee 

& Taylor (1992), reforçam, entretanto, que a forma teleomórfica do patógeno S. schenckii 

pertença ao gênero Ophiostoma.  

O habitat natural de S. schenckii pode ser vegetação, madeira em decomposição ou não 

e solo. Sporothrix schenckii é um fungo dimórfico. Em vida saprofítica ou em cultivo a 25ºC 

se apresenta na forma filamentosa, com hifas hialinas, septadas e ramificadas, com conídios 

unicelulares de dois tipos: hialinos a marrom, pequenos, ovóides, surgindo de dentículos 

distintos na porção apical de conidióforos, e conídios demáceos grandes, ovóides, de parede 

celular grossa, sendo observados ao longo de toda a extensão das hifas (St-Germain & 

Summerbell, 1996). Os conídios nunca originam outros conídios ou formam cadeias (Sigler et 

al., 1990). Em parasitismo ou quando cultivados a 37ºC, S. schenckii se apresenta como 

levedura unicelular ovalada, globosa e em forma de charuto, podendo apresentar um ou mais 

brotamentos (Chandler et al., 1980). 

 

Patogenia da esporotricose humana 
Geralmente a infecção por S. schenckii segue-se após inoculação do fungo na pele, por 

ocasião de um trauma com espinhos, farpas, arranhadura, mordedura ou ainda através da 

contaminação de solução de continuidade cutânea pré-existente (Jin et al., 1990; Marques et 

al., 1993), alcançando os tecidos cutâneo e subcutâneo, limitando-se aquém dos linfonodos 

regionais. Indivíduos que trabalham com solo ou plantas, tais como lavradores, jardineiros, 

agricultores, entre outros, são os mais suscetíveis ao contato com este agente infectante, 

desenvolvendo essa micose com maior freqüência. Habitualmente, os sítios de infecção são os 

membros inferiores e superiores (Kwon-Chung & Bennett, 1992). 
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O aspecto clínico da esporotricose é muito variado, observando-se as seguintes formas 

clínicas: cutânea fixa, linfocutânea, cutânea disseminada e extracutânea (Morris-Jones, 2002). 

Estas diferentes formas clínicas da esporotricose estão relacionadas a fatores de virulência do 

isolado infectante, à rota de infecção e a fatores imunológicos do hospedeiro (Kong et al., 

2006). 

O primeiro sinal da doença linfocutânea é o aparecimento de um nódulo subcutâneo 

pequeno, duro, móvel, não aderido; podendo evoluir em múltiplos nódulos subcutâneos ao 

longo dos canais linfáticos locais, que podem supurar, ulcerar e drenar pus. A forma cutânea 

fixa se difere desta por não alcançar o canal linfático local, permanecendo como uma lesão 

única (Rippon, 1988). A forma cutânea disseminada é rara e se manifesta como lesões 

múltiplas em diversas partes do corpo, podendo atingir também ossos e articulações. 

Provavelmente o fungo dissemina-se pelo organismo por via hematogênica (Morris-Jones, 

2002). A forma pulmonar primária (forma extracutânea) é muito rara e ocorre após inalação de 

conídios. Clinicamente é muito parecida com a tuberculose, onde a área apical do pulmão 

parece ser o sítio de infecção mais freqüente (Rippon, 1988). Já foram descritos casos de 

disseminação hematogênica desta micose, atingindo ossos, articulações, pele, olhos, sistema 

nervoso central, ou trato genito-urinário. A disseminação hematogênica do fungo é possível 

porque S. schenckii é capaz de interagir com células endoteliais in vitro e atravessá-las 

(Figueiredo et al., 2004). A forma extracutânea não decorre exclusivamente da forma 

pulmonar primária, mas também pode evoluir de uma lesão cutânea (Kwon-Chung & Bennet, 

1992). As formas disseminada e extracutânea ocorrem mais freqüentemente em indivíduos 

imunocomprometidos, tais como, alcoólatras, diabéticos, pacientes com doença pulmonar 

obstrutiva crônica, sarcoidose, leucemia, transplantados de órgão ou medula óssea, indivíduos 

sob corticoterapia e pacientes infectados pelo vírus da imunodeficiência humana (Al-Tawfiq & 

Wools, 1998; Yelverton et al., 2006) e provavelmente em pacientes com defeito metabólico na 

função da NADPH oxidase, como ocorre por exemplo na doença granulomatosa crônica 

(Kajiwara et al., 2004). 

Recentemente, Gutierrez-Galhardo e colaboradores reportaram o aparecimento de 

eritema nodoso em pacientes com esporotricose. Tal patologia está provavelmente relacionada 

a mecanismos de hipersensibilidade e, até então, dentre as infecções fúngicas, somente a 

histoplasmose e a coccidioidomicose haviam sido descritas acompanhadas de eritema nodoso 

(Gutierrez-Galhardo et al., 2002). O mesmo grupo também relata eritema multiforme na 

esporotricose como uma manifestação incomum desta doença (Gutierrez-Galhardo et al., 

2005). 
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Embora sejam relatados casos de regressão espontânea da esporotricose (Rippon, 1988; 

Barros et al., 2003), o tratamento é necessário para a grande maioria dos pacientes (Kusuhara, 

et al., 1988; Davis, 1996). Dentre os medicamentos disponíveis, o mais utilizado durante 

muitas décadas foi o iodeto de potássio (Kauffman, 1995), o qual não deve ter ação direta 

sobre o fungo, mas deve atuar aumentando as defesas do organismo contra o patógeno. 

Entretanto, há sérias complicações na administração deste medicamento, em especial alergias e 

problemas mais graves, como edema pulmonar, angioedema, mialgia, linfadenopatia, urticária, 

vasculite, psoríase pustular, acidose metabólica e iododerma, entre outros. Seu uso é 

desaconselhável em mulheres grávidas e pessoas com comprometimento de rim e tireóide 

(Sterling & Heymann, 2000). Portanto, nos países desenvolvidos (Kauffman, 1995; Morris-

Jones, 2002) e mais recentemente no Brasil (Barros et al., 2003; Barros et al., 2004), tem se 

utilizado o itraconazol no tratamento de pacientes com esporotricose, com uma boa evolução 

para cura das lesões nestes pacientes. Entretanto, estudos de susceptibilidade a antimicrobianos 

in vitro demonstram que isolados de pacientes com forma disseminada da infecção apresentam 

uma menor susceptibilidade ao itraconazol, o que provavelmente contribui para a falha 

terapêutica com esta droga nos pacientes com esta forma mais grave de esporotricose (Trilles 

et al., 2005). Uma alternativa ao itraconazol em pacientes com manifestações mais graves da 

esporotricose é o tratamento com anfotericina B (Kohler et al., 2007), entretanto casos de 

esporotricose refratários ao tratamento com anfotericina B já foram relatados (Baker et al., 

1989) . Esses fatores levam a uma busca por novas estratégias terapêuticas na esporotricose. 

 

Patogenia da esporotricose em animais domésticos 
Até o presente, a patogenia da esporotricose em animais tem sido pouco descrita. Têm 

sido relatadas em alguns animais lesões ulceradas, exsudativas, de bordos irregulares que 

podem tomar grandes proporções e em alguns casos disseminar (Marques et al., 1993). 

Recentemente descreveu-se o aparecimento de formas severas de estomatite e dermatite em 

cobras infectadas por S. schenckii em um lago da Flórida (Cheatwood et al., 2003). A forma 

disseminada da esporotricose em animais foi descrita pela primeira vez em 1979, onde a lesão 

inicial em um gato consistia de uma ulceração piogranulomatosa; na necropsia o fungo foi 

encontrado em linfonodo axilar, pulmões e fígado (Rippon, 1988). Também tem sido relatado 

o comprometimento do baço e dos ossos, além dos órgãos discriminados acima, sendo fator 

determinante de óbitos (Marques et al., 1993). A forma disseminada ocorre principalmente em 

gatos por disseminação hematogênica do fungo (Schubach et al., 2003a; Schubach et al., 

2004a), tendo como resultado o acometimento de diversos órgãos do felino, tais como pele, 

pulmão, fígado, baço, linfonodos, coração e rim (Schubach et al., 2003b). 
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Os felinos são muitos susceptíveis à infecção por S. schenckii. Os sítios de infecção 

mais freqüentes são os membros, nariz e orelha. Os hábitos higiênicos dos felinos, entre os 

quais podemos citar o ato de lamber-se e o de enterrar fezes, seu instinto de caça, brigas na 

disputa da fêmea, e seu hábito de perambular em áreas fora do perímetro domiciliar os expõem 

a algumas infecções e os permite infectar outros animais, inclusive o homem (Schubach & 

Schubach, 2000). Os felinos domésticos podem, ainda, estar colonizados por  S. schenckii, não 

apresentando doença em atividade, o que favoreceria a transmissão zoonótica desta infecção 

(Schubach et al., 2001a). 

A associação entre criptococose, uma micose causada pela levedura Cryptococcus 

neoformans, e imunodeficiência felina tem sido descrita na literatura. Em função dessa 

deficiência, os gatos desenvolvem a forma sistêmica da criptococose (García & Blanco, 2000). 

O aumento nos casos de esporotricose sistêmica em felinos tem sido observado nos últimos 

anos, e sugere-se que quadro semelhante ao ocorrido na criptococose poderia ser desenvolvido 

também na esporotricose. Entretanto, até o presente momento, não foi verificada associação de 

infecção pelo vírus da imunodeficiência felina e esporotricose (Schubach et al, 2004b). A 

exuberância de células fúngicas nas lesões de esporotricose, as quais podem ser observadas até 

mesmo no exame direto a fresco, é característica em gatos domésticos infectados. Isto poderia 

facilitar a transmissão intra e interespecifica desta micose (Reed et al., 1993). A transmissão 

da esporotricose de gatos para humanos também é favorecida pela presença do fungo nas 

unhas dos felinos infectados, o qual é inoculado no tecido subcutâneo do indivíduo no 

momento da arranhadura (Schubach et al., 2001b). 

A esporotricose em cães em geral é uma doença auto-limitada e responde bem ao 

tratamento (Whittemore & Webb, 2007). Em geral os animais apresentam anemia, leucocitose 

com neutrofilia, hipoalbuminemia e hiperglobulinemia como sinais inespecíficos mais 

comuns. Sintomas respiratórios são as manifestações mais freqüêntes na infecção extracutânea 

e a maioria das lesões localiza-se em geral no focinho dos animais (Schubach et al., 2006). 

Esta infecção pode ser confundida com leishmaniose, seja por sinais clínicos como por reações 

cruzadas em testes imunológicos, sendo importante o diagnóstico diferencial entre as duas 

infecções (Santos et al., 2007). 

A estreita relação entre seres humanos e animais de estimação pode ser apontada como 

uma das responsáveis pela transmissão de doenças infecciosas como é o caso da dermatofitose, 

verminoses, toxoplasmose, leishmaniose, raiva entre outras, em que o animal constitui um 

reservatório do agente infeccioso em questão, sendo algumas vezes assintomático (Martinko, 

2000). A transmissão de esporotricose de animais infectados para seus donos ou tratadores tem 

sido descrita na literatura (Marques et al., 1993, Oliveira-Neto et al., 2002; Barros et al., 2004) 
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não só com diagnóstico clínico, mas também com isolamento do fungo. Essa transmissão foi 

confirmada em um caso de esporotricose através de estudos moleculares utilizando digestão do 

DNA dos isolados de S. schenckii do animal e do paciente com enzimas de restrição (Reed et 

al., 1993) e recentemente em 14 surtos domiciliares envolvendo animais e seres humanos 

ocorridos no Estado do Rio de Janeiro através da técnica da reação da polimerase em cadeia 

utilizando iniciadores randômicos (Reis, 2004). No Rio de Janeiro, apresentações clínicas 

pouco comuns vêm sendo relacionadas à transmissão zoonótica da esporotricose (Schubach et 

al., 2003). 

 

Resposta imune na esporotricose 
Os mecanismos imunológicos envolvidos na prevenção e no controle de infecções 

causadas por S. schenckii ainda não estão muito bem compreendidos, porém, devem incluir 

tanto a resposta imune humoral como a celular (Carlos et al., 1992; Maia et al., 2006), as quais 

parecem ser disparadas contra antígenos distintos. Os antígenos de superfície, em especial 

certo tipo de lipídeos, inibem o processo de fagocitose, enquanto que a resposta humoral é 

ativada por proteínas secretadas pelo fungo, ou exoantígenos, os quais não têm qualquer ação 

na resposta celular (Carlos et al., 2003). 

A imunidade adquirida contra o fungo requer a ação de macrófagos ativados por 

linfócitos T CD4+, os quais liberam principalmente IFN-γ, forte ativador de macrófagos 

(Tachibana et al., 1999). O TNF-α, uma citocina que atua sobre macrófagos ativados para 

produzirem reativos de nitrogênio, em especial óxido nítrico (Carlos et al., 2003), o qual 

apresenta alto grau citotóxico contra o fungo (Fernandes et al., 2000) é produzido nos 

momentos inciais da infecção, bem como no seu término, para sua resolução total (Maia et al., 

2006). Monócitos e macrófagos quando fagocitam conídios e células leveduriformes de 

S. schenckii são fortemente induzidos a produzir reativos de oxigênio (Romero-Martinez et al., 

2000). Estes reativos, em especial o ânion superóxido e seus metabólitos oxidativamente 

reativos, que também são produzidos por neutrófilos, estão envolvidos em respostas 

fungistáticas e fungicidas, sendo que sua ausência está relacionada a uma maior letalidade em 

infecção experimental em camundongos (Kajiwara et al., 2004). O TNF-α tem sua produção 

severamente diminuída no início da infecção o que levaria o fungo a conseguir se multiplicar e 

infectar os tecidos hospedeiros. O inverso ocorre após dois meses de infecção, onde os níveis 

de IL-1 e TNF-α, citocinas importantes na resposta inflamatória (Janeway et al., 2000) são 

aumentados, favorecendo a eliminação do fungo (Carlos et al., 1994). Assim sendo, a resposta 

Th1 é de fundamental importância na patogênese da esporotricose e sua ativação diferencial é 

responsável por manifestações clínicas variadas (Uenotsuchi et al., 2006). A ativação de 
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células Th1 tem sido relatada como responsável por diferentes formas clínicas em outras 

doenças infecciosas cutâneas, como por exemplo, a leishmaniose (Carvalho et al., 2007). 

O sistema complemento também pode ser ativado por S. schenckii, em especial a via 

alternada, embora não se possa descartar a ativação da via clássica do complemento durante a 

infecção. A ativação do sistema complemento favoreceria a fagocitose das células 

leveduriformes do fungo, pela deposição do componente C3b do complemento em sua parede, 

bem como a formação do complexo de ataque à membrana favoreceria a lise das células do 

fungo (Torinuki & Tagami, 1985; Scott et al., 1986).  

Alguns estudos têm sido realizados sobre a estrutura antigênica de isolados de 

S. schenckii. Recentemente foi demonstrado que extratos de cultura da forma filamentosa do 

fungo apresentam, de acordo com o meio de cultivo utilizado, variações na composição 

protéica e na reatividade imunológica frente a soros homólogos e heterólogos, sendo o meio de 

Sabouraud o mais adequado para a obtenção de um bom extrato antigênico. Entretanto, 

somente um isolado de S. schenckii foi utilizado neste estudo e os autores alertam para a 

necessidade de se estudar a composição antigênica de mais isolados desse fungo e também de 

se estudar os componentes antigênicos de sua forma leveduriforme (Mendoza et al., 2002). 

Três glicoproteínas da parede celular de S. schenckii, que se ligam à concanavalina A e de 

pesos moleculares de 84, 70 e 58 kDa apresentam reatividade na técnica de imunoblot com 

soros homólogos (Lima & Lopes-Bezerra, 1997).  

Quanto à resposta imune humoral ao patógeno S. schenckii, já foram caracterizados 

determinantes antigênicos de peptido-ramnomananas em coelhos. Entretanto estes não 

apresentam reações cruzadas contra manoproteínas de Saccharomyces cerevisiae, mas fracas 

reações cruzadas contra glicopeptídeos da parede celular de O. stenoceras foram verificadas 

(Lopes-Alves et al., 1994). Também foi descrito que na esporotricose experimental em 

camundongos, anticorpos específicos da classe IgG1 e IgG3 contra uma proteína de 70 kDa 

são produzidos no decorrer da infecção e podem estar relacionados à eliminação do fungo do 

organismo desses animais (Nascimento & Almeida, 2005).  Novos estudos são necessários no 

sentido de melhor caracterizar a resposta imune humoral na esporotricose, visto que vários 

aspectos continuam obscuros, como por exemplo, quais isotipos de imunoglobulinas estão 

envolvidos nas respostas aos diferentes antígenos do fungo. 

 

Prováveis fatores de virulência 
Fator de virulência pode ser definido como algum fator que o microrganismo possua 

que aumente sua patogenicidade no hospedeiro. Para estudar um fator de virulência é 

necessária uma comparação da interação com o hospedeiro entre um isolado que expresse o 
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fator e outro isolado mutante que não seja capaz de expressá-lo, o que pode ser conseguido 

tanto por mutagênese induzida, como por estratégias moleculares. Havendo diferenças na 

patogenicidade das infecções causadas pelos isolados, deve-se fazer com que o isolado 

mutante recupere a propriedade de expressar o fator de virulência e verificar após isso se ele 

consegue instalar a infecção com uma patogenicidade maior (Hogan et al., 1996).  

A origem da virulência microbiana tem sido alvo de diversos trabalhos. Em geral, a 

teoria mais aceita é a de que através da interação microbiana no solo os microrganismos 

patogênicos adquirem estratégias de sobrevivência que levam a uma maior virulência quando 

encontram um hospedeiro animal. Esses microrganismos possuem habilidades de, no 

hospedeiro mamífero, por exemplo, formar biofilmes, adquirir ferro e produzir enzimas 

proteolíticas que vão levar a uma elevada virulência (Casadevall, 2006). 

Nesta linha de pensamento, Steenbergen e colaboradores, sugerem que a origem da 

virulência em S. schenckii esteja relacionada às relações inter microbianas existentes em seu 

habitat natural. Os autores demonstraram que células leveduriformes de S. schenckii quando 

fagocitadas por Acantamoeba castellanii, uma ameba de solo, são capazes de sobreviver em 

seu interior, matar a ameba e utilizá-la como nutriente. Esta característica não é compartilhada 

por fungos patogênicos que não tenham o solo como seu habitat primário, como Candida 

albicans, por exemplo, ou por fungos não patogênicos, como S. cerevisiae, mas compartilhada 

por outros fungos dimórficos patogênicos, como Histoplasma capsulatum e Blastomyces 

dermatitidis (Steenbergen et al., 2004) e por C. neoformans, uma levedura com elevada 

patogenicidade (Malliaris et al., 2004). 

Muito pouco é conhecido sobre os fatores de virulência de S. schenckii, devido à 

escassez de estudos. Entretanto, alguns candidatos têm emergido de recentes investigações. 

Um dos fatores de virulência apresentados por S. schenckii, assim como por outros 

fungos patogênicos, é a sua termotolerância. De fato, isolados capazes de crescer a 35ºC, mas 

incapazes de fazê-lo a 37ºC não são capazes de causar linfangites, limitando-se a infecções 

cutâneas fixas. Já os isolados de lesões linfangíticas, disseminadas e extracutâneas apresentam 

tolerância e crescimento a temperatura de 37ºC (Kwon-Chung & Bennet, 1992). Resultados de 

um recente estudo mostram que isolados de S. schenckii provenientes da Colômbia, onde a 

forma clínica predominante da esporotricose é a cutânea fixa, apresentam alta taxa de inibição 

do crescimento a 35 e a 37ºC, ao contrário de cepas do México e da Guatemala, onde 

predominam as formas linfangíticas (Mesa-Arango et al., 2002). Em um ensaio in vivo com 

camundongos, foi demonstrado que o aquecimento das patas de camundongos BALB/c 

utilizando uma gaiola com aquecimento no chão diminui a magnitude da proliferação do fungo 

isolado de lesão cutânea, em comparação com os camundongos controle, mantidos em gaiolas 
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sem aquecimento. Já os isolados de lesão pulmonar conseguem proliferar normalmente 

(Tachibana et al., 1998). 

O fungo S. schenckii também apresenta a capacidade de sintetizar melanina. Este 

composto está altamente relacionado à virulência de diversos fungos (Jacobson, 2000). A 

produção de melanina nos conídios de S. schenckii ocorre através da via do 1,8 – 

diidroxínaftaleno penta acetato (Romero-Martinez et al., 2000). Embora macroscopicamente 

somente a forma filamentosa do fungo pareça ser melanizada, recentemente foi demonstrada a 

produção de melanina por S. schenckii também nas formas leveduriformes, tanto in vitro como 

durante a infecção. As hifas, porém, não são capazes de sintetizar melanina, somente os 

conídios (Morris-Jones et al., 2003). Foi demonstrado que a melanização dos conídios torna-os 

mais resistentes à fagocitose por macrófagos, o que favoreceria a instalação da infecção, já que 

estas são as partículas infectantes do fungo (Romero-Martinez et al., 2000). Corroborando com 

esta hipótese, foi demonstrado através de tipagem molecular de cepa de S. schenckii isolada de 

lesão de um laboratorista após manipulação de duas amostras de S. schenckii, uma com 

pigmentação escura e outra sem pigmentação. Verificou-se o mesmo padrão genotípico entre o 

isolado infectante e a amostra dematiácea manipulada (Cooper et al., 1992a).  

Sendo S. schenckii um fungo que vive na natureza e que não precisa, obrigatoriamente 

parasitar um organismo para completar seu ciclo de vida, a melanização dos conídios também 

deve ser importante contra pressões ambientais, já que a forma filamentosa é aquela 

encontrada na natureza (Morris-Jones et al., 2003). Algumas evidências sobre a melanização 

do S. schenckii in vivo já tinham sido descritas anteriormente, tal como a formação de um fraco 

halo marrom na parede celular das células leveduriformes de S. schenckii quando tecidos 

infectados eram corados pelo Fontana-Masson, uma coloração utilizada para demonstrar a 

produção de melanina em C. neoformans (Kwon-Chung et al., 1981). Atualmente esta 

hipótese foi confirmada, tanto pela produção de “fantasmas” de melanina direto nos tecidos de 

animais infectados, bem como pela detecção de anticorpos anti-melanina nos soros de 

pacientes com esporotricose (Morris-Jones et al., 2003). Assim como a melanização em C. 

neoformans e em H. capsulatum diminui suas suscetibilidades à anfotericina B e à 

caspofungina (van Duin et al., 2002), a formação de pigmentos de melanina por S. schenckii 

pode contribuir para dificultar o tratamento de alguns casos de esporotricose, em especial os 

casos de doença extracutânea ou em pacientes com a síndrome da imunodeficiência adquirida 

(Morris-Jones et al., 2003).  

A adesão primária às células endoteliais e epiteliais, assim como aos componentes da 

matrix extracelular são essenciais para uma eficaz invasão dos tecidos por patógenos. Tanto 

células leveduriformes como conídios de S. schenckii são capazes de reconhecer três 
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importantes glicoproteínas da matrix extracelular: fibronectina, laminina e colágeno do tipo II 

(Lima et al., 1999; Lima et al., 2001). Estudos demonstraram que o fungo apresenta integrinas 

ou adesinas lectina-like que reconhecem a fibronectina humana em diversos pontos desta 

molécula (Lima et al., 2001), sendo estes receptores para fibronectina distintos dos receptores 

para laminina (Lima et al., 2004). Sabe-se também que estes receptores estão presentes tanto 

nas hifas como nas células leveduriformes do fungo, embora as leveduras de S. schenckii 

possuam uma maior capacidade de ligação à matrix extracelular. A presença destas adesinas 

facilitaria a aderência a tecidos do hospedeiro e sua disseminação pelo organismo (Lima et al., 

2004). A expressão destas moléculas neste fungo provavelmente estão ligadas à virulência, já 

que sua expressão preferencial se dá na forma parasitária do fungo e não em sua forma 

saprofítica. 

Também foi recentemente demonstrada a interação in vitro de S. schenckii com células 

endoteliais humanas, as quais podem internalizar as formas leveduriformes do fungo sem 

serem lesadas ou terem sua viabilidade diminuída. Além disso, o fungo também consegue 

atravessar o espaço intercelular. Ambos os processos poderiam facilitar a entrada do fungo na 

corrente sanguínea e sua conseqüente disseminação hematogênica (Figueiredo et al., 2004). 

Embora tenha-se demonstrado as proteínas endoteliais responsáveis por essa interação, as 

proteínas fúngicas necessárias para o reconhecimento e adesão não foram identificadas, e o 

papel delas como fatores de virulência ainda precisa ser esclarecido. 

O papel de diferentes proteínas na virulência de diversos fungos já está bem 

caracterizado. O antígeno imunodominante de Paracoccidioides brasiliensis, uma 

glicoproteína de peso molecular de 43kDa, é a molécula responsável pelo reconhecimento e 

ligação à laminina e à fibronectina, o que aumenta a patogenia do fungo (Vicentini et al., 1994, 

Mendes-Giannini et al., 2006). Proteínas ligantes de cálcio são importantes na virulência de 

H. capsulatum já que permitem a aquisição deste íon em microambientes com limitações 

nutricionais de Ca2+ (Woods, 2003). Em Aspergillus fumigatus, uma série de proteínas 

relacionadas à virulência já está bem estudada, como diferentes adesinas importantes na 

adesão aos tecidos, uma hemolisina de 30 kDa, que causa lise de eritrócitos, diversas proteases 

que favorecem a colonização dos pulmões e a destruição de fatores humorais, uma catalase de 

350 kDa, importante como antioxidante no processo de fagocitose, entre outras (Latgé, 1999). 

Entretanto, o papel das diferentes proteínas de S. schenckii na virulência deste fungo 

permanece obscuro. Acredita-se que fosfatases ácidas atuem na interação fungo-macrófago, 

embora não haja evidências claras quanto a isso (Hogan et al., 1996). Peptido-ramnomananas 

da parede celular causam depressão da resposta imune até a sexta semana de infecção e podem 

servir como fator de virulência (Carlos et al., 1998). Devido à escassez de informações, se faz 
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urgente caracterizar diferentes proteínas de S. schenckii e determinar novos fatores de 

virulência, para um maior entendimento da patogenia da esporotricose. 

 
Epidemiologia 
A esporotricose é a micose subcutânea mais prevalente na América Latina (Conti-Diaz, 

1989), onde as taxas de infecção em áreas rurais podem alcançar um caso para cada 1000 

indivíduos (Pappas et al., 2000).  

No homem, a esporotricose é uma doença que costuma ocorrer sob a forma de casos 

isolados ou pequenos surtos familiares ou profissionais, envolvendo pessoas expostas a 

vegetais ou solo rico em matéria orgânica, como agricultores, floristas, jardineiros e mineiros, 

além de laboratoristas (Carrada-Bravo, 1975; Cooper et al., 1992a; Hajjeh et al., 1997). 

Epidemias envolvendo grande número de pessoas ou amplas regiões geográficas são raras e 

têm sido relacionadas a uma fonte de infecção comum no ambiente, sendo a maior epidemia 

conhecida de esporotricose registrada na África do Sul, em trabalhadores de uma mina cujas 

madeiras estavam contaminadas pelo fungo (Quintal, 2000). Outra importante epidemia 

ocorreu nos Estados Unidos, sendo relacionada a um tipo de musgo contaminado por S. 

schenckii (Coles et al., 1992), a qual foi confirmada por métodos moleculares de tipagem dos 

isolados clínicos e ambientais (Cooper et al., 1992b). Também nos Estados Unidos, uma 

microepidemia de esporotricose ocorreu através da contaminação de pessoas pelo feno 

estocado numa casa abandonada, onde se realizavam festas de “Halloween” (Dooley et al., 

1997). Mais recentemente foi descrita na Austrália um aumento do número de casos de 

esporotricose, que por métodos moleculares ficou demonstrado ser relacionado à exposição ao 

fungo presente no feno (O’Reilly & Altman, 2006). 

No Brasil, a esporotricose foi primeiramente reportada em 1907 (Lutz & Splendore, 

1907). Desde então, outros casos têm sido descritos, em especial no Rio Grande do Sul e em 

São Paulo (Freitas et al., 1965; Lopes et al., 1999). Uma recente revisão dos casos de 

esporotricose no Rio Grande do Sul entre 1967 e 2002 revelou um número de 304 casos de 

esporotricose, sendo 96% deles confirmados pelo isolamento de S. schenckii em cultura. Na 

maioria dos pacientes (75%) a infecção foi relacionada a exposição à matéria orgânica 

contaminada. Não foi possível verificar transmissão zoonótica da esporotricose neste estudo. 

Também foi verificado que o número de casos de esporotricose nesse estado brasileiro está 

diminuindo desde a década de 90 (Rosa et al., 2005). Em um inquérito epidemiológico com 

esporotriquina realizado em Morro Velho, uma cidade do quadrilátero ferrífero em Minas 

Gerais revelou positividade em 13,67% dos indivíduos submetidos ao estudo, embora S. 

schenckii não tenha sido isolado de nenhuma amostra de solo colhida no local do inquérito 
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(Rodrigues & Resende, 1996). Assim como no Sul do país, casos de esporotricose também 

foram evidenciados em um estudo realizado na região Norte, no período de 1973 a 1983 

(Talhari et al., 1988). 

 

Situação da esporotricose no Rio de Janeiro 
Sobre a casuística de esporotricose no Estado do Rio de Janeiro, foi relatado por Barros 

e colaboradores (2004) que, no período de 1987 a 1998, apenas treze casos de esporotricose 

humana foram diagnosticados no IPEC. Desses, somente em dois pacientes a fonte de infecção 

desta micose foi associada à arranhadura por um gato doente. Entretanto, num período de 24 

meses (julho de 1998 a julho de 2000), 66 casos de esporotricose humana, 117 de 

esporotricose felina e 7 de canina foram diagnosticados no mesmo centro, sendo 78,8% dos 

casos de esporotricose humana causados por contato ou arranhadura de gatos com 

esporotricose (Barros et al., 2001). Outros 112 casos foram reportados até o final de 2001, 

verificando-se um número crescente de casos de esporotricose ocorrendo no Estado, em 

especial nos municípios do Rio de Janeiro, Duque de Caxias e São João de Meriti (Barros et 

al., 2004). Estes dados sugerem a ocorrência de uma endemia de esporotricose no referido 

Estado brasileiro (Lopes-Bezerra et al., 2006). Esta difere das epidemias ocorridas em outros 

lugares do mundo por não serem transmitidas por uma fonte vegetal contaminada pelo fungo, 

mas sim por gatos domésticos infectados por S. schenckii. 

Difíceis são as explicações para este aumento dramático do número de casos de 

esporotricose no Rio de Janeiro. Os pesquisadores que investigam este fato até o presente não 

chegaram a uma conclusão definitva sobre o assunto (Schubach et al., 2005a). Entretanto, tem 

sido observado que a maioria dos casos de esporotricose diagnosticados após 1998 ocorreram 

em áreas caracterizadas por condições sócio-econômicas não privilegiadas, com serviços 

precários de saúde e saneamento. A maioria dos pacientes é do sexo feminino, a maioria 

donas-de-casa, as quais acabam sendo mais expostas ao contágio do fungo através do cuidado 

com gatos infectados (Schubach et al., 2005b). Barros e colaboradores explicam como fatores 

responsáveis por esta endemia zoonótica de esporotricose o comportamento dos gatos 

domésticos, os quais, embora convivam com os humanos, têm hábitos de circular pela 

vizinhança, onde por várias vezes acabam entrando em contato com outros gatos e com solo e 

vegetação (Barros et al., 2004). 

Numa análise filogenética de 18 isolados de S. schenckii do Estado do Rio de Janeiro 

entre 1999 e 2003 foi possível observar a presença de seis diferentes genótipos, o que leva a 

concluir que esta endemia é causada não por um genótipo único, altamente virulento, mas sim 

por um grande conjunto de diferentes genótipos. Estes genótipos, entretanto são 
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completamente diferenciáveis dos genótipos de S. schenckii de outros países, como Argentina, 

Espanha, África do Sul, Peru, Colômbia e Bolívia, o que pode explicar as diferenças clínicas e 

manifestações incomuns desta doença no Brasil (Marimon et al., 2006). 

 
Diagnóstico laboratorial da esporotricose 
O diagnóstico definitivo da esporotricose é realizado pelo isolamento e identificação de 

seu agente etiológico em cultivo (Kwon-Chung & Bennett, 1992). As células leveduriformes 

presentes no material clínico são pequenas, escassas e de difícil observação no exame 

micológico direto (KOH a 10% ou NaOH a 4%), exceto quando o espécime biológico é 

proveniente de gatos domésticos (Reed et al., 1993).  

Esfregaços de pus e impressão de tecidos biopsiados de lesões corados pelo Giemsa 

aumentam a sensibilidade do exame, já que a visualização da forma infectante é favorecida. 

Para cortes histológicos costuma-se usar impregnação pela prata, ácido periódico de Schiff e 

hematoxilina & eosina, porém, a menos que o material esteja muito rico em células 

parasitárias, não é fácil a observação das formas leveduriformes características de S. schenckii 

(Morris-Jones, 2002). Geralmente, estas têm aspecto variando do globoso a ovalado com 

brotamentos claveiformes, no interior de macrófagos, e, em cerca de 40% dos casos onde o 

fungo é encontrado, nota-se a presença de corpo asteróide, substância eosinofílica de forma 

radiada constituída de complexo antígeno-anticorpo, que se deposita na parede de alguns 

fungos (Chandler et al., 1980; Morris-Jones, 2002). Alguns autores enfatizam a importância da 

observação do corpo asteróide no diagnóstico da esporotricose, para que um tratamento 

específico possa ser iniciado em um intervalo menor de tempo (Civila et al., 2004; Gezuele & 

Rosa, 2005). 

O isolamento de S. schenckii é facilmente obtido através da semeadura do espécime 

clínico, que, em geral, é biópsia ou o pus da lesão, sem um tratamento prévio, em Ágar 

Sabouraud com cloranfenicol para evitar contaminação bacteriana, adicionado ou não de 

cicloheximida, droga que reduz a contaminação por alguns fungos saprófitas. Após cinco a 

sete dias de incubação a 25ºC ou a temperatura ambiente já é possível observar o aparecimento 

de colônias filamentosas, hialinas com aspecto úmido que, com o tempo, ou começam a 

apresentar uma coloração escura no seu centro que vai aumentando centrifugamente ou 

permanecem hialinas. Observando-se o crescimento de uma colônia com esse aspecto faz-se o 

teste de termo-conversão do fungo em meio BHI ágar com extrato de levedura, distribuindo-se 

um pequeno inóculo por toda a superfície do meio de cultura e incubando a 37ºC por cinco 

dias. A colônia, após a conversão do fungo à forma leveduriforme, assumirá um aspecto 

cremoso de cor bege amarelado (Morris-Jones, 2002).  
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As colônias de S. schenckii são urease negativas após sete dias, podendo tornar-se 

urease positivas ao décimo-quarto dia (Sigler et al., 1990). Na fase filamentosa deve-se montar 

uma cultura em lâmina para um estudo mais detalhado da microscopia das estruturas fúngicas. 

A presença de dois tipos de conídios: hialinos a marrom, de parede fina, em conidióforo do 

tipo simpodial e conídios escuros de parede espessa, dispostos ao logo da hifa identifica o 

isolado como S. schenckii (Dixon et al., 1991).  Em cultura à 37ºC, S. schenckii apresenta 

células leveduriformes hialinas, pequenas, globosas com um ou mais brotamentos 

claveiformes, tais como aquelas observadas no exame direto. A confecção de lâminas de S. 

schenckii, tanto na fase filamentosa como na leveduriforme, é feita com o corante lactofenol-

azul de algodão e estas são observadas em um microscópio óptico nos aumentos de 100 e 

400X. 

  O teste cutâneo (intradermorreação) com esporotriquina detecta reação de 

hipersensibilidade do tipo tardia, ou seja, a resposta imune celular, e pode ser uma ferramenta 

diagnóstica útil, principalmente em estudos epidemiológicos. Ela é usualmente positiva em 

mais de 90% dos casos comprovados de esporotricose, mas pode também indicar infecção 

prévia (Itoh et al., 1986). 

Para o estabelecimento do diagnóstico imunológico de detecção de anticorpo no soro 

de pacientes com esporotricose, várias técnicas têm sido descritas. Reações de imunodifusão 

dupla para soros de pacientes com esporotricose não costumam apresentar reações cruzadas 

com soros de pacientes com leishmaniose e cromoblastomicose, doenças com manifestações 

clínicas semelhantes às da esporotricose. O teste de imunoeletroforese também apresenta alta 

sensibilidade, sendo observado em todos os casos positivos a presença de um arco anódico, 

chamado arco S (Albornoz et al., 1984). Os testes de aglutinação em tubo e em partículas de 

látex têm grande valor na pesquisa de anticorpos, demonstrando boa sensibilidade e 

especificidade (Karlin & Nielsen, 1970; Blumer et al., 1973; Casserone et al., 1983). 

Técnicas imunológicas mais sensíveis começaram a ser padronizadas para sua 

utilização no sorodiagnóstico da esporotricose. Loureiro y Penha & Lopes-Bezerra 

descreveram a detecção de anticorpos contra uma peptido-ramnomanana capaz de se ligar à 

concanavalina-A da parede celular de S. schenckii. Empregando este antígeno em um teste no 

formato de ELISA foi demonstrado 100% de sensibilidade, quando testado frente a 35 soros de 

pacientes com esporotricose. Entretanto, soros de pacientes com leishmaniose cutânea 

apresentaram um baixo grau de reatividade cruzada com esse antígeno (Loureiro y Penha & 

Lopes-Bezerra, 2000). Quando esse antígeno foi testado pelo imunoblot, sensibilidades que 

variaram de 91,3 a 65,2% foram encontradas, de acordo com o isolado utilizado para produzir 

o antígeno (Pereira et al., 2003). A técnica de imunoblot utilizando proteínas de massa 
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molecular de 40 e 70 kDa oriundas de exoantígenos da fase leveduriforme do fungo apresentou 

100 % de sensibilidade e 95% de especificade (Scott & Muchmore, 1989). Mais recentemente, 

em uma tentativa de nosso grupo em reproduzir estes achados, foi observada uma sensibilidade 

de 100%, mas alta reatividade cruzada com soros de pacientes com paracoccidioidomicose foi 

verificada (Almeida-Paes et al., 2002). Na amostragem de Scott & Muchmore (1989) soros de 

pacientes com esta micose não foram incluídos, provavelmente pelo fato de que não há casos 

de paracoccidioidomicose nos Estados Unidos da América. Esses resultados sugerem que 

técnicas imunológicas para detecção de anticorpos podem ser de grande valia para o 

diagnóstico da esporotricose. Entretanto, ainda é um desafio importante em termos de se obter 

um teste de alta especificidade, devido às diversas infecções fúngicas existentes, 

principalmente na população brasileira. 

Recentemente, técnicas imunoenzimáticas começaram a ser utilizadas no diagnóstico 

da esporotricose. Duas reações de ELISA foram descritas: a primeira utilizando um antígeno 

purificado de parede celular da forma leveduriforme (Bernardes-Engemann et al., 2005) e 

outra utilizando extrato bruto de cultivo da forma filamentosa de S. schenckii (Almeida-Paes et 

al., 2007). Ambas técnicas apresentam valores satisfatórios de especificidade e sensibilidade. 
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Objetivos 
 

 

Sabe-se que os antígenos que S. schenckii produz e secreta quando cultivado em sua 

forma filamentosa em diferentes meios de cultura, especialmente as moléculas de 90 e 50 kDa, 

aparentemente são antígenos espécie-específicos. A expressão ótima desses componentes 

antigênicos ocorre na fase estacionária de cultivo do fungo em meio líquido de Sabouraud 

(Mendoza et al., 2002). Assim sendo, este trabalho teve como objetivo geral caracterizar 

preliminarmente o complexo antigênico, verificando sua aplicabilidade no sorodiagnóstico da 

esporotricose. Os objetivos específicos foram os seguintes: 

• Avaliar a aplicabilidade dos exoantígenos de forma filamentosa de S. schenckii numa 

reação de ELISA para o diagnóstico imunológico da esporotricose através da detecção de 

anticorpos em amostras de soro; 

• Determinar quais os isotipos de imunoglobulinas são produzidos ao longo da infecção 

humana; 

• Correlacionar a resposta imune humoral com as diferentes formas clínicas da 

esporotricose; 

• Verificar o perfil de anticorpos dos pacientes ao longo do tratamento com itraconazol; 

• Estudar bioquímica e imunologicamente o extrato de exoantígenos da forma filamentosa, 

caracterizando proteínas presentes na fração antigênica. 
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Materiais e métodos 

 

 

Amostra fúngica 
O isolado 23508 de Sporothrix schenckii foi utilizado em todo o decorrer do estudo. 

Este fungo foi isolado da poeira domiciliar de um paciente com esporotricose, que também 

possuia gatos infectados em sua residência. O isolado foi identificado através de testes 

bioquímicos, morfologia colonial (macroscopia da cultura) típica, ausência de peritécios em 

meio ágar batata dextrose (ABD) e aspecto microscópico do fungo em suas morfologias típicas 

a 25 e 37°C, conforme descrito na literatura (Rippon, 1988; Dixon et al., 1991; Kwon-Chung 

& Bennett, 1992).  

Este isolado em um estudo prévio foi comparado com outros isolados e foi 

demonstrada sua capacidade em produzir uma série de moléculas antigênicas em cultivo, 

apresentando forte reatividade quando testado com um soro hiperimune de coelho através da 

técnica de imunoblot (Almeida-Paes, 2004).  

Este isolado fúngico encontra-se preservado na coleção de culturas de fungos do 

Serviço de Micologia do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas (IPEC), Fiocruz, 

através dos métodos de liofilização, preservação em óleo mineral e em água destilada estéril. 

Culturas e repiques no decorrer do estudo foram realizados nos meios Agar Dextrose de 

Sabouraud e ABD e incubados à temperatura ambiente. 

 

Amostragem de soros humanos 
Para a padronização da técnica de ELISA indireta para sorodiagnóstico da 

esporotricose, foram selecionadas 90 amostras de soro de diferentes pacientes com 

esporotricose (21 do sexo masculino e 69 do sexo feminino, média de idade de 40,9±17,2 

anos). Todos os soros foram colhidos no IPEC - Fiocruz entre Março de 2000 e Dezembro de 

2004 e estocados congelados a –20°C até o momento do uso. O critério de inclusão de 

pacientes no estudo foi a presença de exame micológico positivo para esporotricose, baseado 

no isolamento de S. schenckii em cultura a partir de materiais clínicos obtidos de lesões desses 

pacientes. Os 90 pacientes apresentavam diferentes formas clínicas da infecção, a saber: 

cutânea fixa (n=22; 24,4%), linfocutânea (n=49; 54,4%), cutânea disseminada (n=16; 17,8%), 

extracutânea (n=2; 2,2%) e disseminada (n=1; 1,1%). Pacientes dos quais não foi possível 

isolar S. schenckii em cultivo micológico foram excluídos do estudo. 



 18

Para investigação da resposta imune humoral em pacientes com esporotricose, foram 

selecionados 76 soros de pacientes com esporotricose, diferentes dos pacientes analisados 

durante a padronização da técnica.  Esses 76 pacientes foram divididos em dois grupos: o 

primeiro grupo consistiu de 41 diferentes pacientes sem tratamento antifúngico (15 do sexo 

masculino e 26 do sexo feminino) com diferentes formas clínicas de esporotricose (8 com 

forma cutânea fixa, 11 com forma linfocutânea, 17 com forma cutanea disseminada e 5 com 

forma extracutânea) confirmadas por isolamento fúngico em cultura. O segundo grupo 

consistiu em 35 distintos pacientes com diferentes formas clínicas de esporotricose (12 com 

forma cutânea fixa, 16 com forma linfocutânea, 5 com forma cutânea disseminada e 2 com 

forma extracutânea) confimada por isolamento fúngico em cultura os quais estavam recebendo 

itraconazol como tratamento antifúngico contra a infecção. A duração do tratamento nestes 

pacientes variou de 2 semanas a 13 meses. Os pacientes dos dois grupos são todos distintos 

entre si. 

Os soros heterólogos selecionados para determinação da especificidade do teste 

também foram obtidos randomicamente da coleção de soros humanos do Serviço de Micologia 

do IPEC - Fiocruz. Ao todo foram selecionados 72 soros heterólogos de pacientes com 

isolamento dos respectivos agentes etiológicos de suas infecções em cultivo micológico, 

bacteriológico ou parasitológico. Foram selecionados desta forma 12 soros de pacientes com 

paracoccidioidomicose, 10 soros de pacientes com criptococose, 5 soros de pacientes com 

aspergilose, 15 soros de pacientes com histoplasmose, 12 soros de pacientes com tuberculose e 

18 soros de pacientes com leishmaniose tegumentar americana, onde houve isolamento de 

Leishmania (Viannia) braziliensis. Todos esses soros foram colhidos antes do início do 

tratamento antifúngico (ou com antibióticos ou antimônio pentavalente, no caso de tuberculose 

e leishmaniose, respectivamente) e nenhum dos pacientes realizou teste intradérmico com 

esporotriquina.  

Adicionalmente, foram selecionados 76 amostras de soro de indivíduos saudáveis, 

doadores de sangue, previamente testadas para HIV, Hepatite B, doença de Chagas e sífilis e 

apresentando resultados negativos em todos os referidos testes para serem utilizados como 

controles na padronização da técnica de ELISA. Para o estudo da resposta imune humoral 

foram utilizados outros 26 soros de indivíduos saudáveis, igualmente negativos em todas as 

provas imunológicas descritas acima.  

Todas as amostras de soro acima descritas foram colhidas na Região Metropolitana do 

Rio de Janeiro, uma área endêmica de esporotricose (Barros et al., 2004, Lopes-Bezerra et al., 

2006). O uso desses soros neste estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

IPEC – Fiocruz.  
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Produção do antígeno 
O extrato antigênico utilizado no decorrer de todo o trabalho foi produzido conforme 

descrito previamente (Mendoza et al., 2002), com algumas modificações. O isolado 23508 de 

S. schenckii foi inoculado em sua forma filamentosa em um frasco do tipo Erlenmeyer 

contendo 200 mL de meio líquido de Sabouraud e incubado a 28°C a 100 rotações por minuto 

durante 14 dias. A massa de fungo inoculada consistiu no crescimento do fungo em um tubo 

de cultura contendo meio ABD após 10 dias de incubação. Após este período de incubação, o 

sobrenadante da cultura foi recolhido por centrifugação, esterilizado por filtração em 

membrana Millipore com poros de diâmetro de 0,22 µm e concentrado 10X por pervaporação. 

Após a concentração, adicionou-se timerosal ao extrato antigênico numa concentração de 

1:5000 como conservante. O extrato antigênico foi armazenado em geladeira, a 4°C até o 

momento de seu uso. 

A dosagem de proteínas totais do antígeno produzido foi determinada segundo a 

técnica descrita por Bradford (1976), empregando reagente comercial (Bio-Rad, Laboratories 

Richmond, CA, USA), e albumina sérica bovina como padrão. Após o desenvolvimento da 

reação, a leitura da absorbância foi realizada utilizando-se espectrofotômetro com filtro de 595 

nm de comprimento de onda. 

 

SDS-PAGE 
Esta técnica (Laemmli, 1970) foi utilizada para a análise unidimensional do extrato 

antigênico obtido, tanto para a separação de proteínas como para análise da reatividade pela 

técnica de imunoblot. Empregou-se um sistema que consistiu em gel de empilhamento na 

concentração a 4% e gel de separação a 7,5% de acrilamida/bisacrilamida, utilizando-se, para a 

montagem do gel e corrida eletroforética o sistema vertical BioRad Mini Protean III.  

O gel de separação na concentração de 7,5% foi preparado seguindo a seguinte 

fórmula: 

Acrilamida / Bisacrilamida 30% T / 2,7% C  3,0 mL 

Solução tampão Tris 1,5 mol/L, pH 8,8  2,25 mL 

Solução de SDS 10%     120 µL 

Água destilada     6,75 mL 

N, N, N’, N’ tetrametil etilenodiamina (TEMED) 4,00 µL 

Solução de persulfato de amônio 10% (APS) 60,0 µL 
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Esta mistura foi colocada entre duas placas de vidro separadas por espaçadores de 

0,75mm de espessura, coberta por uma camada de água destilada, deixada por 

aproximadamente 40 minutos à temperatura ambiente até a completa polimerização do gel. 

Posteriormente, foi preparado o gel de empilhamento, na concentração de 4%, 

seguindo a seguinte fórmula: 

Acrilamida/Bisacrilamida 30% T / 2,7% C  1,33 mL 

Solução tampão Tris 0,5 mol/L, pH 6,8  2,5 mL 

Solução de SDS 10%     100 µL 

Água destilada     6,1 mL 

TEMED      5,00 µL 

APS       50,0 µL 

Com o gel de separação totalmente polimerizado, retirou-se a camada de água que o 

cobria e a mistura acima foi então adicionada no espaço entre as placas, sendo colocado em 

seguida um pente com dente único de 67 mm. 

O antígeno foi aplicado no gel com o auxílio de uma microsseringa, após ter sido 

desnaturado, o que aconteceu com a diluição do antígeno 1:2 em tampão Tris-HCl 0,125 

mol/L, pH 8,0 contendo 10% de β-mercaptoetanol, 20% de glicerol e 4% de SDS e posterior 

aquecimento do antígeno a 100°C por dez minutos. Também foi adicionado 3 µL de solução 

de azul de bromofenol (azul de bromofenol 0,5%, glicerol 80%, Tris 0,05 mol/L, pH 8,0) 

como marcador de corrida. 

Foram utilizados padrões de peso molecular (BenchMarck™ Protein Ladder / Gibco, 

BRL, Gaithersburg, MD 20887, USA) contendo proteínas com massas de 220, 160, 120, 100, 

90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15 e 10 kDa   para calcular a massa das proteínas reveladas 

no gel. Na transferência para membrana de nitrocelulose das proteínas separadas no SDS-

PAGE foi utilizado padrão de peso molecular pré corado (BenchMark™ Pré-stainned Protein 

Ladder / Gibco, BRL), para monitoramento da corrida eletroforética, confirmação da 

transferência de proteínas do gel para a membrana e comparação relativa dos pesos 

moleculares das bandas separadas pela eletroforese. 

Para início da corrida eletroforética foi aplicada uma corrente de 15 mA, esta foi 

mantida até as amostras entrarem uniformemente no gel de separação, quando então a corrente 

foi aumentada para 30 mA. A corrida eletroforética foi finalizada quando o corante marcador 

da corrida atingiu a base do gel de separação. 

Após o término da eletroforese de proteínas, o gel, quando usado para comparar o 

perfil protéico entre os isolados foi corado pelo azul brilhante de Coomassie (Neville & 

Glossman, 1974). Para tal, o gel foi imerso numa solução corante contendo 0,125% de azul 
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brilhante de Coomassie R-250 (Bio-Rad), 50% metanol e 10% de ácido acético por pelo 

menos uma hora, seguindo-se de banhos repetidos em solução descorante, idêntica à corante, 

só que sem o azul de Coomassie, até que a visualização das bandas estivesse nítida. Após o 

término da descoloração, o gel foi deixado em banho de imersão em solução contendo 50% de 

metanol e 0,5% de glicerol em água destilada por 20 minutos.  

Quando necessário, ou seja, quando a visualização das bandas pelo Coomassie não 

ficasse nítida, o gel foi corado pela prata (Morrisey, 1981), utilizando reagente comercial 

(“Silver stain kit from BioRad”). 

 

Imunoblot 
Para avaliar a antigenicidade deste extrato antigênico produzido, após a realização da 

corrida eletroforética do mesmo, suas proteínas foram transferidas eletroforeticamente para 

uma membrana de nitrocelulose com poros de 0,2 µm (Bio-Rad). A técnica utilizada foi a 

descrita por Tsang e colaboradores (1983). O gel de poliacrilamida contendo as proteínas 

separadas por eletroforese foi colocado em cima de uma membrana de nitrocelulose e estes 

colocados entre folhas de papel de filtro (Blotting paper – Sigma Chemicals, Co, St. Louis, 

Missouri, USA) embebidos em tampão de transferência (Tris 0,025 mol/L, glicina 0,192 

mol/L, metanol 20%, pH 8,3). O conjunto foi colocado entre duas esponjas de 3 mm de 

espessura e preso com uma pinça plástica com perfurações em ambos os lados. Para a 

transferência, utilizou-se a cuba de transferência Mini-trans-blot cell (Bio-Rad) contendo 

tampão de transferência e um aparato resfriante, para evitar o superaquecimento do tampão, 

submetida a uma corrente de 397 mA por uma hora. Para determinar a eficácia da 

eletrotransferência das proteínas, um marcador de peso molecular pré-corado (Invitrogen) foi 

adicionado ao gel e visualizado na membrana de nitrocelulose.  

Após a eletrotransferência, a membrana de nitrocelulose foi lavada em tampão TBS 

(0,02 mol/L Tris-HCl, 0,5 mol/L NaCl, pH 7,5). A parte da membrana que continha o antígeno 

foi cortada em tiras de aproximadamente 3 mm, as quais foram utilizadas individualmente nas 

reações imunoenzimáticas, ou seja, cada uma foi incubada com uma mistura de soros 

diferentes: soros homólogos (mistura de soros de pacientes com esporotricose), soros 

heterólogos (mistura de soros de pacientes com doenças infecciosas que não esporotricose) e 

controle negativo (soro de indivíduos sadios, doadores de sangue). 

Para a revelação imunoenzimática, a membrana foi incubada primeiramente com tampão 

TBS-TL (TBS + 0,2% Tween 20 + 5% leite desnatado) por uma hora, a fim de evitar possíveis 

ligações inespecíficas. A seguir, a membrana foi lavada três vezes com TBS-T (TBS + 0,2% 

tween 20) e em seguida incubada por uma hora em TBS-TL contendo os soros humanos 
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diluídos 1:100, sob agitação constante. Ao final desta incubação, nova lavagem com TBS-T 

foi realizada como descrito anteriormente. Por fim, um anticorpo de cabra anti-IgG humana 

conjugado à fosfatase alcalina (Jackson Immuno Research Laboratories, PA, USA),  foi 

diluído 1:3.000 em tampão TBS-TL e incubado com a membrana por uma hora, sob agitação. 

A revelação da reação foi feita após lavagem da membrana com TBS-T utilizando-se azul de 

nitrotetrazólio e 5-bromo 4-cloro 3- indolil fosfato (BioRad) diluídos conforme instrução do 

fabricante em tampão apropriado (0,1 mol/L Tris-HCl, pH 9,5, 0,1 mol/L NaCl, 5mmol/L 

MgCl2.6H2O). Após o aparecimento das bandas, foi lavada exaustivamente com água 

destilada. 

 

ELISA 
Para a padronização da técnica de ELISA indireta para diagnóstico imunológico da 

esporotricose foi seguido o protocolo descrito previamente por Kostiala & Kostiala (1981), 

com algumas modificações. A concentração e diluição ótimas de antígeno e de soro 

respectivamente foram determinadas por titulação pareada de diluições realizadas em base dois 

do antígeno empregado e de um soro humano com alto título de anticorpos contra S. schenckii 

e um soro humano de indivíduo saudável. O soro com alto título de anticorpos contra 

S. schenckii foi testado previamente pela técnica de imunodifusão radial dupla em gel de agar e 

apresentou linha de precipitação quando testado contra os exoantígenos de forma filamentosa 

(Almeida-Paes, 2004). A concentração ótima de antígeno e a diluição ótima de soro foram 

determinadas como sendo as condições em que obtivemos uma baixa leitura de densidade 

ótica do soro do indivíduo saudável e uma grande diferença entre as leituras de densidade ótica 

do soro homólogo e do soro normal.  

A concentração ótima de antígeno (40 ng de proteína diluídos em 100 µL de tampão 

carbonato 63 mM, pH 9,6) foi colocada em cada poço de placas de 96 poços (Nunc-Immuno 

Starwell, MaxiSorp Surface) e em seguida as placas foram incubadas durante 90 minutos a 

37°C e durante a noite em geladeira a 4°C. Após a sensibilização com o antígeno, as placas 

foram lavadas três vezes com o tampão de lavagem (PBS - fosfato a 10mM e NaCl 0.15M - 

adicionado de 0,1% Tween 20, pH 7,3) e em seguida bloqueadas com reagente comercial 

(Superblock Blocking Buffer in PBS, Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL, EUA) de 

acordo com as instruções do fabricante. Após o bloqueio, as placas foram novamente lavadas 

como descrito acima. Seguiu-se a incubação das placas a 37°C durante uma hora com o soro 

dos pacientes, os quais foram diluídos 1:4.000 em tampão de incubação (10 mM PBS, 0,1% 

Tween 20, 5% leite desnatado, pH 7,3) e aplicados num volume de 100 µL em duplicata aos 

poços das placas. Novamente as placas foram lavadas três vezes com tampão de lavagem e 
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incubadas a 37°C por uma hora com anticorpo policlonal de cabra conjugado à peroxidase 

específico para a porção Fc da IgG total humana diluído 1:32.000 em tampão de incubação, 

conforme as instruções do fabricante (Jackson Immunoresearch Laboratories, PA) num 

volume final de 100 µL por poço. O desenvolvimento da reação enzimática iniciou-se após a 

lavagem das placas como descrito acima através da adição de 100 µL por poço de solução de 

0,4 mg/mL de o-fenilenodiamina e 0,04% de peróxido de hidrogênio diluídos em tampão 

citrato (pH 5,5) a 37°C durante 30 minutos. A reação foi interrompida com a adição de 50 µL 

de ácido clorídrico 3 mol/L por poço. As absorbâncias foram lidas em um espectrofotômetro 

para leitura de microplacas utilizando um filtro de comprimento de onda de 490 nm. 

Para o estudo da resposta imune humoral dos pacientes com esporotricose utilizou-se o 

mesmo protocolo acima, com algumas modificações. Utilizaram-se placas Corning Inc. 

Coastar polystyrene EIA/RIA plates as quais foram sensibilizadas com 40 ng de antígeno por 

poço diluídos em 100 µL por poço. A sensibilização, lavagens e o bloqueio foram realizados 

conforme descrito acima, utilizando-se TBS ao invés de PBS na formulação dos tampões. A 

incubação com soro dos pacientes também foi realizada nas mesmas condições, a não ser pela 

diluição dos soros que foi de 1:4.000 quando o objetivo era a pesquisa de IgG no soro, 1:1.000 

para pesquisa de IgM e 1:800 para pesquisa de IgA. Estas diluições ótimas de soro também 

foram determinadas por titulação pareada conforme descrito anteriormente. Os anticorpos 

conjugados utilizados específicos contra IgG, IgM e IgA foram diluídos 1:2.000 em tampão de 

incubação conforme instruções do fabricante (Southern Biotech, Birmingham, AL, USA). 

Devido ao fato destes anticorpos estarem conjugados à fosfatase alcalina, a reação enzimática 

foi realizada com a adição de 100 µL por poço de solução de p-nitrofenil fosfato 1,0 mg/mL 

em tampão glicina 0,1 M contendo 1 mM MgCl2 e 1 mM ZnCl2, pH 10,4. A reação foi 

interrompida após 30 minutos de incubação a 37°C com adição de 25 µL de solução NaOH 

3 mol/L por poço. Absorbâncias foram então lidas a 405 nm. 

Para cada experimento dois controles foram realizados: o primeiro controle foi 

realizado para verificar possíveis interações inespecíficas do anticorpo secundário com o 

antígeno sensibilizado na placa e o segundo foi um controle em branco. Estes controles 

consistiram respectivamente de poços em duplicata sensibilizados com antígeno onde não 

foram aplicados soros humanos, mas o conjugado foi adicionado na diluição descrita acima e 

em poços duplicados onde somente o sistema revelador foi adicionado, sem adição de soro, 

anticorpo conjugado nem de antígeno. 

Todos os experimentos foram realizados duas vezes no mínimo, a fim de se determinar 

a reprodutibilidade dos ensaios.  
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O valor de absorbância de cada soro em todos os experimentos realizados foi a média 

aritmética dos valores obtidos na duplicata onde o soro foi aplicado. 

Com base no número de pacientes com esporotricose e controles positivos e negativos 

foram determinados sensibilidade, especificidade, eficiência, valor preditivo positivo, valor 

preditivo negativo, razão de probabilidade positiva e razão de probabilidade negativa para cada 

teste. A sensibilidade indica a probabilidade do teste ser positivo, dado que existe a doença. 

Especificidade indica a probabilidade do teste ser negativo, dado que não existe a doença. 

Eficiência demonstra a probabilidade do teste diagnosticar corretamente pacientes com e sem a 

doença. O valor preditivo positivo é a probabilidade de existir a doença, já que o resultado do 

teste foi positivo, enquanto que o valor preditivo negativo é a probabilidade de não existir a 

doença, dado o resultado negativo do exame. A razão de probabilidade positiva é a razão entre 

a probabilidade do teste ser positivo dado que existe a doença pela probabilidade do teste ser 

positivo dado que não existe a doença. A razão de probabilidade negativa por sua vez é a razão 

entre a probabilidade do teste ser negativo dado que existe a doença pela probabilidade do 

teste ser negativo dado que não existe a doença.  

 

Cálculo de pontos de corte 
Para o experimento de padronização da ELISA para diagnóstico da esporotricose 

através da detecção de IgG no soro dos pacientes, o ponto de corte para reatividade contra os 

exoantígenos de forma filamentosa de S. schenckii foi determinado como sendo a média dos 

valores de densidade ótica dos soros de indivíduos saudáveis mais três vezes o desvio padrão 

das leituras de densidade ótica destes mesmos soros. Em probabilidade e estatística, o desvio 

padrão é a medida mais comum da dispersão estatística. De uma distribuição normal unimodal, 

simétrica, de afunilamento médio (ou mesocúrtica) pode-se dizer o seguinte: 68% dos valores 

encontram-se a uma distância da média inferior a um desvio padrão; 95% dos valores 

encontram-se a uma distância da média inferior a duas vezes o desvio padrão; 99,7% dos 

valores encontram-se a uma distância da média inferior a três vezes o desvio padrão. Assim 

sendo, esta forma de cálculo de ponto de corte foi escolhida neste experimento a fim de 

diminuir ao máximo o número de reações falso-positivas. 

Para os experimentos de estudo da resposta imune humoral em pacientes com 

esporotricose os pontos de corte foram determinados através da construção de curvas TG-

ROC, como descrito previamente (Greiner et al., 1995). Esta curva é realizada através da 

plotagem dos valores de sensibilidade e de especificidade da reação (eixo y) contra os 

diferentes valores de densidade ótica observados no experimento (eixo x), e o ponto de corte 

corresponde à intersecção entre as duas curvas geradas no gráfico. Este tipo de abordagem em 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Distribui%C3%A7%C3%A3o_normal
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geral permite a obtenção de um ponto de corte com especificidade e sensibilidade ótimas. Para 

construção destas curvas somente soros de pacientes com esporotricose sem tratamento 

antifúngico foram utilizados, visto que o tratamento antifúngico pode alterar a resposta imune 

humoral nas infecções fúngicas (Esterre et al., 2000; Valle et al., 2001). 

Em todos os casos descritos acima, amostras com valores de absorbância acima do 

ponto de corte foram consideradas positivas e aquelas com valores menores ou iguais ao ponto 

de corte foram consideradas negativas. 

 

Espectrometria de massas 
A fim de se caracterizarem proteínas antigênicas de S. schenckii, foram selecionadas 

através da técnica de imunoblot duas bandas proteicas presentes no exoantígeno de forma 

filamentosa de S. schenckii, uma que reagiu imunologicamente somente com o pool de soros 

de pacientes com esporotricose e outra que apresentou reatividade cruzada com o pool de soros 

de pacientes com outras doenças infecciosas.  

Imediatamente após a eletroforese e coloração pelo Coomassie blue, o gel foi 

exaustivamente lavado com água destilada e as bandas de interesse foram cortadas do gel com 

o auxílio de um bisturi estéril. Acetonitrila (0,1 mL de solução 50% em 50 mM NH4HCO3) foi 

adicionada a cada amostra, as quais foram misturadas vigorosamente utilizando vortex por 10 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o procedimento repetido três vezes. Os pedaços de 

gel foram secos em Centri-Vap, a 45°C por 20 minutos. Um volume de 0,1 mL de ditiotreitol 

contendo 10 mM NH4HCO3 foi adicionado aos pedaços secos de gel e agitados em vórtex 

brevemente. Essa mistura foi incubada em repouso, a 56°C por uma hora. Em seguida, o 

sobrenadante foi removido e iodoacetamida (0,1 mL de solução contendo 25 mM NH4HCO3) 

foi adicionada aos pedaços de gel, os quais foram em seguida agitados em vórtex. As 

suspensões foram incubadas a temperatura ambiente por 45 minutos. O sobrenadante foi 

removido e descartado e os pedaços do gel foram lavados com solução 25 mM de NH4HCO3. 

O sobrenadante novamente foi descartado e os pedaços do gel foram tratados com acetonitrila 

(0,1 mL de solução 50% em 50 mM NH4HCO3) duas vezes. Os pedaços de gel foram 

novamente secos conforme descrito acima. Para cada gel, 0,1 mL de solução de tripsina (13 

mg/mL em 25 mM NH4HCO3) foi adicionado. Essa mistura foi incubada a 37°C por 19 horas. 

Após esta incubação 0,1 mL de água destilada foi adicionada a cada amostra. Cada amostra foi 

agitada em vórtex por 10 minutos e depois submetida a ultra som em um sonicador. A solução 

resultante em cada tubo foi transferida para um tubo de centrífuga contendo 5 µL de solução 

de acetonitrila 50%, ácido trifluoroacético 5%. Ao restante do gel que sobrou, 50 µL da 

solução acima foi adicionado, seguido por 10 minutos de agitação em vórtex e 5 minutos de 
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ultra som. Esse procedimento foi repetido duas vezes e todas as soluções misturadas. A 

mistura final foi concentrada até um volume de 25µL. 

Análise por MALDI-TOF-MS foi realizada utilizando um espectrômetro de massas 

Micromass QTOF-2, como descrito previamente (Winters & Day, 2003). 

 

Identificação das proteínas 
Após a obtenção dos valores de peso molecular dos peptídeos obtidos na digestão com 

tripsina, estes valores foram colocados em um algoritimo computacional para a identificação 

das proteínas. O algoritimo utilizado foi o programa Protein Prospector, desenvolvido pela 

Universidade da Califórnia, São Francisco (http://prospector.ucsf.edu/), o qual é utilizado por 

diversos laboratórios que trabalham com atividades que envolvem proteômica (Chalkley et al., 

2005). O processo envolveu a entrada dos valores dos pesos moleculares dos peptídeos obtidos 

para cada proteína no algoritimo, o qual faz uma busca contra uma seqüência proteica 

previamente digerida em uma base de dados. Parâmetros como tolerância de massas e 

carbamidometilação (que modifica resíduos de cisteína aumentando a eficácia da digestão pela 

tripsina) foram selecionados e a busca realizada. Após identificação dos peptídeos, uma busca 

BLASTp foi realizada contra o banco de dados de proteínas do NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para determinação do homólogo mais próximo aos peptídeos 

obtidos. 

 

Análise de antigenicidade 
A análise de antigenicidade foi realizada através de ferramentas de bioinformática. A 

sequência da proteína foi analisada através do software Protean versão 7.0, DNASTAR, Inc. 

Os gráficos gerados foram estudados, verificando regiões de alta antigenicidade, 

hidrofibicidade e flexibilidade, a fim de verificar a existência de prováveis epítopos B na 

molécula. 

 

Análise estatística 
Comparação de médias entre diferentes grupos foi realizada através do teste t de 

Student não pareado utilizando o programa computacional GraphPad Prism 3.0. Análises de 

correlações foram feitas por ANOVA utilizando o software SigmaPlot 2000. Comparações 

entre pacientes com esporotricose, pacientes heterólogos e indivíduos normais foi feita 

utilizando o teste Qui-quadrado.Valores de P≤0.05 foram considerados estatísticamente 

significantes.  

http://prospector.ucsf.edu/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Além destas análises, para a determinação do poder discriminatório dos testes 

realizados, foram construídas curvas ROC para cada ELISA realizada, utilizando-se o 

programa SPSS 14.0 para Windows, na qual sensibilidade e especificidade são calculadas 

como uma função de diferentes pontos de corte. Nesta análise o valor de (1-especificidade) é 

plotado contra o valor de sensibilidade e o valor da área sob a curva é calculado. 
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Resultados 
 

 

Características morfológicas do isolado utilizado 
Em todas as análises deste estudo foi utilizado o isolado 23508 de S. schenckii nas 

análises. Este isolado foi estudado quanto às suas características macro e micromorfológicas, 

em suas duas distintas morfologias, a saber, micélio e levedura, as quais podem ser observadas 

na Figura 1.  

Quando o fungo foi semeado em meio ABD e incubado a uma temperatura de 25°C 

observou-se o crescimento de uma colônia glabra, inicialmente hialina e que, após sete dias de 

crescimento começou a apresentar áreas escuras, que com o passar do tempo se tornaram 

negras (Figura 1A). Mesmo após dois meses de crescimento não foram observadas quaisquer 

estruturas de reprodução sexuada, em especial peritécios, o que permite a diferenciação de 

S. schenckii com O. stenoceras, espécie não patogênica, extremamente relacionada (Dixon 

et al., 1991). O mesmo fungo, crescido em meio BHI ágar e incubado à temperatura de 37°C 

demonstrou conversão à forma leveduriforme, apresentando colônias cremosas, de cor 

esbranquiçada que com o passar do tempo adquiriram a tonalidade creme (Figura 1B).  

Análise micromorfológica da forma filamentosa foi realizada através da confecção de 

cultura em lâmina do isolado crescido durante 15 dias a 25°C em meio ABD. Este isolado 

apresentou, quando observado em microscopia óptica de campo claro em aumento de 1000X, 

hifas hialinas septadas e ramificadas bastante finas, muitas delas formando sinêmios. Dois 

tipos de conídios puderam ser observados: conídios hialinos elipsoides, os quais se originavam 

de forma simpodial a partir de pequenos conidióforos originados da hifa e conídios demáceos 

piriformes, originados a partir das hifas (Figura 1C). A microscopia da forma leveduriforme 

foi observada retirando um pequeno fragmento da colônia com auxílio de uma alça de platina, 

o qual foi colocado em uma lâmina de microscopia contendo uma gota de lactofenol azul de 

algodão. A lâmina foi fechada com uma lamínula e observada em microscópio óptico de 

campo claro, em uma magnitude de 400X e 1000X. Foi possível observar que mais que 95% 

das células observadas apresentavam-se na forma leveduriforme, comprovando assim a 

capacidade dimórfica deste isolado. As leveduras observadas eram pequenas, unibrotantes e 

muitas delas apresentavam forma de charuto (Figura 1D). 
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Figura 1: Aspectos macro (A e B) e micromorfológicos (C e D) do isolado de S. schenckii 23508 em suas formas 
filamentosa (A e C) e leveduriforme (B e D). Culturas foram realizadas em meio ABD (A) ou BHI (B) e 
incubadas a temperatura de 25°C e 37°C respectivamente. Microscopia em C foi realizada através da técnica de 
cultura em lâmina. Em D utilizou-se um pequeno fragmento de uma colônia crescida na placa mostrada em B 
para a montagem da lâmina. 

 
Análise do extrato antigênico 

O exoantígeno da forma filamentosa do isolado 23508 de S. schenckii obtido após 

incubação a 28°C sob agitação em meio Sabouraud líquido apresentou uma concentração de 

proteínas de 280 µg/mL, conforme determinado utilizando o método de Bradford (1976). A 

análise da preparação antigênica em gel de poliacrilamida pode ser verificada na Figura 2. O 

gel de poliacrilamida (7,5%) corado pela prata após eletroforese mostrou a presença de cinco 

bandas proteicas, de pesos moleculares de 90, 70, 63, 51 e 42 kDa, com as bandas de 51 e 

63 kDa sendo as mais proeminentes. 
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Figura 2: Eletroforese em gel de poliacrilamida corada pela prata dos exoantígenos da forma filamentosa do 
isolado 23508 de S. schenckii. MW – padrão de peso molecular; Ag – antígeno. Os pesos moleculares (em kDa) 
das cinco bandas proteicas detectadas por esta técnicas estão indicados à direita. 
 
 
Padronização da técnica de ELISA 

Reatividade sorológica no ensaio 
A reatividade sorológica contra os exoantígenos da forma filamentosa de S. schenckii 

foi estudada através da técnica de ELISA. O valor do ponto de corte para este ensaio foi 

definido como sendo a média dos valores de densidade ótica dos soros de indíduos saudáveis 

mais três vezes o desvio padrão das leituras de densidade ótica destes mesmos soros. Assim 

sendo, amostras com uma média de valores de absorbância óptica acima de 0,582 foram 

consideradas positivas (Figura 3). Com este ponto de corte, nenhum dos 76 soros de 

indivíduos saudáveis (doadores de sangue negativos para HIV, Hepatite B, Doença de Chagas 

e sífilis) foram positivos.  
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Figura 3: Resposta de anticorpos da classe IgG contra
os exoantígenos de forma filamentosa de S. schenckii
nos soros de pacientes com esporotricose, pacientes
com outras doenças infecciosas e de indivíduos
saudáveis. A linha pontilhada horizontal representa o
ponto de corte da reação. OD – densidade ótica,
Sp – esporotricose, PCM – paracoccidioidomicose,
Cr – criptococose, Asp – aspergilose,
Hp – histoplasmose, Tb – tuberculose,
Leish – leishmaniose tegumentar americana,
NHS – soros de indivíduos normais (controles
negativos).

 

A Tabela 1 apresenta um resumo dos resultados obtidos em cada grupo de doenças 

infecciosas estudado. Dos 90 soros de pacientes com esporotricose somente 3 amostras 

apresentaram resultado negativo. O teste Qui-quadrado mostrou diferença estatisticamente 

significante entre a resposta de anticorpos dos pacientes com esporotricose e os controles 

negativos (χ2 = 154,37, P < 0,0001). Um total de 72 soros heterólogos também foi testado e 16 

deles apresentaram valores de absorbância acima do ponto de corte, sendo por isso 

considerados positivos. Mais uma vez, o teste Qui-quadrado mostrou uma diferença 

estatisticamente significante entre os soros homólogos e heterólogos (χ2 = 95,73; P < 0,0001), 

bem como entre os soros heterólogos e os indivíduos normais (χ2 = 18,94; P < 0,0001). 
 

Tabela 1: Resultados da ELISA para detecção de IgG contra exoantígenos de S. schenckii. 
Grupo de pacientes (número) Número de pacientes 

positivos (%) 

Média ± desvio padrão das 

absorbâncias 

Esporotricose (90) 87 (97) 1.824±0.681 

Paracoccidioidomicose (12) 4 (33) 0.440±0.267 

Criptococose (10) 0 (0) 0.230±0.153 

Aspergilose (5) 3 (60) 0.585±0.330 

Histoplasmose (15) 4 (27) 0.567±0.499 

Tuberculose (12) 2 (17) 0.441±0.421 

Leishmaniose (18) 3 (17) 0.353±0.283 

Indivíduos saudáveis (76) 0 (0) 0.261±0.107 
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Curva ROC e parâmetros do teste 
A Figura 4 mostra a curva ROC obtida na padronização da técnica de ELISA no 

sorodiagnóstico da esporotricose. A área calculada sob a curva foi de 0.9767±0.0085. De 

acordo com os estudos realizados por Greiner e colaboradores (2000), este valor permite 

classificar a ELISA padronizada como um ensaio com excelente acurácia para o diagnóstico 

sorológico da esporotricose.  

Figura 4: Curva ROC obtida na padrnização da técnica de ELISA para esporotricose utilizando exoantígenos de
forma filamentosa de S. schenckii. A área sob a curva foi de 0.9767±0.0085. 

 

Conforme pode ser verificado na tabela 2, o teste apresentou uma sensibilidade de 

97%, especificidade de 89% e uma eficiência de 92%, corroborando os resultados encontrados 

na análise da curva ROC descritos acima. 

 
Tabela 2: Parâmetros sorológicos do ELISA descrito. 

Parâmetro Valor Intervalo de confiança 95% 

Sensibilidade 97% 90.57 – 99.31% 

Especificidade 89% 83.04 – 93.69% 

Eficiência 92% 87.81 – 95.13% 

Valor preditivo positivo 84% 76 – 90.85% 

Valor preditivo negativo 98% 93.64 – 99.54% 
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Comparação da resposta entre as diferentes formas clínicas da esporotricose 
Um total de 90 soros de pacientes com esporotricose foi analisado através da técnica de 

ELISA e três deles apresentaram resultados negativos. Esses soros eram provenientes de um 

paciente com a forma linfocutânea da esporotricose, outro com a forma cutânea disseminada e 

o último com a forma extracutânea da esporotricose. Todos os soros de pacientes com a forma 

cutânea fixa da esporotricose apresentaram resultados positivos. A Figura 5 apresenta os 

valores de absorbância de cada soro de acordo com a respectiva forma clínica da esporotricose. 

O teste t de Student não mostrou diferença significante entre as formas clínicas estudadas. 

 
Figura 5: Resposta de anticorpos da classe IgG em pacientes com diferentes formas clínicas de esporotricose na 
técnica de ELISA. A linha pontilhada horizontal representa o ponto de corte da reação. OD – densidade ótica,   
FC – forma cutânea fixa, LC – forma linfocutânea, CD – forma cutâneo-disseminada, Dis – forma disseminada, 
EC – forma extracutânea. 

 

Reações cruzadas 
Para verificar possíveis reações cruzadas no ensaio de ELISA padronizado, 72 soros de 

pacientes com diferentes doenças infecciosas que podem ser clinicamente confundidas com 

esporotricose foram utilizados neste estudo. Verificou-se que 78% dos soros heterólogos 

estudados apresentou resultado negativo no teste. Dos 16 soros que apresentaram valores de 

absorbância acima do ponto de corte, 4 são provenientes de pacientes com 

paracoccidioidomicose, outros 4 foram de pacientes com histoplasmose, 3 foram de pacientes 

com aspergilose, 3 de pacientes com leishmaniose tegumentar americana e os dois últimos de 

pacientes com tuberculose. Nenhum dos 10 soros de pacientes infectados por C. neoformans 
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apresentou resultado positivo, o que pode ser verificado na Tabela 1, bem como na Figura 3. O 

teste Qui-quadrado mostrou diferença estatisticamente significante entre o número de soros 

positivos e negativos dentre as doenças testadas e o número de soros positivos e negativos dos 

pacientes com esporotricose (χ2 = 95,73; P < 0,0001). 

A média de leituras de absorbâncias obtidas dos soros dos 90 pacientes com 

esporotricose comparada à média de leituras dos 76 soros provenientes de indivíduos 

saudáveis foi estatisticamente significante, como analisado pelo teste t não-pareado de Student 

(t = 22,69; P < 0,0001). De forma similar, os valores de absorbância dos soros de pacientes 

com esporotricose e demais heterólogos foi estatisticamente diferente (t = 19,19; P < 0,0001), 

bem como os valores de absorbância dos soros heterólogos e dos soros controles negativos 

(t = 3,13; P = 0,002). 

 

Reprodutibilidade do ensaio 
Para verificar a reprodutibilidade do ELISA descrito, os valores de densidade ótica de 

cada soro obtido em dois diferentes testes realizados em dias diferentes foram comparados. A 

reprodutibilidade do teste pode ser analisada na Figura 6. O coeficiente de correlação (r2) 

encontrado foi de 0,9608, mostrando uniformidade entre os diferentes ensaios realizados 

durante a padronização desta técnica imunoenzimática. 

 

 

Figura 6: Distribuição e reprodutibilidade dos resultados do ELISA em dois experimentos distintos. Símbolos:
 soros homólogos,  soros heterólogos  soros de indivíduos normais. OD1 – densidade ótica no primeiro

experimento, OD2 – densidade ótica no segundo experimento. O coeficiente de correlação entre os dois
experimentos foi de 0,9608. 
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Pesquisa de isotipos de anticorpos na esporotricose 

Curvas TG-ROC e determinação do ponto de corte 
As curvas TG-ROC para a detecção de IgG, IgM e IgA reativas contra exoantígenos da 

forma filamentosa de S. schenckii estão apresentadas na Figura 7. A análise destas curvas 

mostrou valores de pontos de corte de 0,418; 0,284 e 0,223 para a detecção de anticorpos da 

classe IgG (Figura 7A), IgM (Figura 7B) e IgA (Figura 7C) respectivamente. 

 
Figura 7: Curvas TG-ROC na detecção de anticorpos da classe IgG (A), IgM (B) ou IgA (C) através da técnica 
de ELISA na esporotricose. A intersecção entre as duas curvas de cada gráfico representa o ponto de corte de 
cada reação. Os gráficos representam a relação entre os valores de sensibilidade e especificidade (eixo y) e os 
valores de densidade ótica (eixo x) para cada ensaio imunoenzimático. 
 

Detecção de anticorpos nos soros de pacientes com esporotricose 
A figura 8A apresenta os valores de densidade ótica para IgG em cada soro proveniente 

de pacientes com diferentes formas clínicas de esporotricose antes do início da terapia 

antifúngica (n=41). Todos os soros de pacientes com a forma fixa da doença foram positivos. 

Dois pacientes com a forma linfocutânea, 3 com a forma cutânea disseminada e um com 

esporotricose extracutânea foram negativos. Não foram observadas diferenças estatisticamente 

significantes entre as médias de absorbância das diferentes formas clínicas estudadas.  

Na figura 8B verificamos os valores de densidade ótica para detecção de IgG dos soros 

dos pacientes com esporotricose durante o tratamento com itraconazol. Três soros foram 

negativos neste ensaio, sendo um de paciente com a forma cutânea fixa, outro de um paciente 

com a forma linfocutânea e o último de um paciente com a forma cutânea disseminada da 
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esporotricose. Estes pacientes estavam sob tratamento antifúngico por 10, 11 e 4 meses 

respectivamente.  

A reatividade de anticorpos da classe IgM em soros de pacientes com esporotricose 

antes do início do tratamento antifúngico pode ser verificada na figura 8C. Assim como na 

detecção de IgG, todos os pacientes com a forma cutânea fixa apresentaram valores de 

absorbância para IgM acima do valor do ponto de corte. Por outro lado, outros seis pacientes 

apresentaram resultados negativos para a reatividade de IgM contra exoantígenos da forma 

filamentosa de S. schenckii: um paciente apresentava a forma linfocutânea, outros 4 

apresentavam a forma cutaneo-disseminada e um paciente possuia a forma extracutânea da 

esporotricose. Semelhantemente ao observado para IgG, o teste t de Student também não 

mostrou diferenças estatisticamente significantes quando comparadas as médias de densidade 

ótica na reação para detecção de IgM no soro de pacientes com diferentes formas clínicas da 

esporotricose. 

A figura 8D apresenta os níveis de IgM em pacientes com esporotricose fazendo uso de 

itraconazol. Verificou-se que um total de 10 pacientes (3 com a forma cutânea fixa e 7 com a 

forma linfocutânea) foram negativos neste teste.  

Os perfis de reatividade para anticorpos da classe IgA contra os exoantígenos de 

S. schenckii em pacientes com esporotricose antes e durante o tratamento antifúngico com 

itraconazol estão demonstradas nas figuras 8E e 8F respectivamente.  Dois pacientes foram 

negativos quando testados antes do início da terapia antifúngica, um deles apresentando a 

forma cutâneo disseminada e outro apresentando a forma extracutânea da esporotricose. Estes 

dois pacientes também apresentaram resultados negativos quando testados para IgG e IgM. Em 

nenhum dos dois pacientes foi verificada imunossupressão. Quatro pacientes recebendo terapia 

antifúngica com itraconazol apresentaram resultados negativos no ensaio imunoenzimático. 

Destes quatro pacientes, um deles apresentava a forma cutânea fixa e os outros três possuiam a 

forma linfocutânea da esporotricose. Não foram observadas diferenças estatisticamente 

significantes entre as médias de densidade ótica das diferentes formas clínicas estudadas no 

grupo de pacientes não tratados, assim como no grupo de pacientes recebendo itraconazol. 
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D 

Figura 8: Níveis de anticorpos em pacientes com diferentes formas clínicas de esporotricose contra exoantígenos 
da forma filamentosa de S. schenckii. IgG (A, B), IgM (C, D) e IgA (E, F) ELISA em pacientes antes do início da 
terapia antifúngica (A, C, E) e durante o uso de itraconazol (B, D, F). Linhas pontilhadas horizontais indicam o 
ponto de corte de cada reação. OD – densidade ótica, FC – forma cutânea fixa, LC – forma linfocutânea, DC – 
forma cutânea disseminada, EC – forma extracutânea. 
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Perfil de anticorpos em pacientes sob terapia antifúngica 
Os 35 pacientes com esporotricose recebendo itraconazol como terapia contra a 

infecção foram capazes de produzir anticorpos de pelo menos uma classe em níveis que 

pudessem ser detectados nos ELISAs realizados para pesquisa de IgG, IgM e IgA. Vinte e dois 

pacientes (62,9%) apresentaram níveis detectáveis dos três isotipos pesquisados, 9 pacientes 

(25,7%) apresentaram dois isotipos de anticorpos detectáveis e 4 pacientes (11,4%) foram 

positivos em apenas um isotipo. A Figura 9 compara os níveis de anticorpos dos pacientes com 

esporotricose antes e durante a terapia antifúngica. Foi verificada diferença estatisticamente 

significante (P < 0,001) entre as médias de densidade ótica na pesquisa de IgM e IgA dos 

pacientes ainda não tratados (0,795±0,086 e 0,926±0,102, respectivamente) e dos pacientes 

fazendo uso de itraconazol (0,425±0,044 e 0,467±0,040, respectivamente). Embora tenha sido 

detectada uma diminuição dos níveis de anticorpos da classe IgG nos pacientes com 

esporotricose em uso de itraconazol (1,282±0,128 nos pacientes antes do tratamento e 

0,952±0,104 no grupo de pacientes em tratamento), esta diferença não foi estatisticamente 

significante (P = 0,0533).  

A análise da terapia antifúngica em cada uma das formas clínicas de esporotricose 

estudadas está representada na Tabela 3. Diminuições significantes foram verificadas nos 

níveis de IgM e IgA nos pacientes com a forma cutânea fixa e linfocutânea no grupo de 

pacientes em tratamento. Nenhuma diferença estatística foi verificada nos níveis de IgG das 

diferentes formas clínicas entre os pacientes sem tratamento e em tratamento, fato idêntico ao 

observado nos  grupos de pacientes com as formas cutaneo-disseminada e extracutânea com 

relação a anticorpos das classes IgM e IgA. 

 

 

 
Figura 9: Comparação entre a resposta IgG (A), IgM (B) e IgA (C) nos soros de pacientes com esporotricose sem 
tratamento antifúngico e durante tratamento com itraconazol. * P = 0,0005; ** P = 0,0002. As linhas horizontais 
representam a média de OD (densidade ótica) de cada um dos grupos analisados. 
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Tabela 3: Respostas de IgG, IgM e IgA contra exoantígenos da forma filamentosa de S. schenckii em pacientes 
com diferentes formas clínicas de esporotricose antes e durante a terapia antifúngica com itraconazol. 

Média ± DP das absorbâncias Isotipo de 

anticorpo 

Forma 

clínica Antes do tratamento Durante o tratamento Valor de P a

IgG FCb 1,212 ± 0,8031 0,9828 ± 0,5704 0.4645 

 LCc 1,112 ± 0,7479 0,7996 ± 0,5078 0.2071 

 DCd 1,416 ± 0,9043 0,9376 ± 0,4650 0.2739 

 ECe 1,319 ± 0,8453 2,015 ± 1,4149 0.4375 

IgM FC 0,9507 ± 0,5903 0,3742 ± 0,1793 0.0049* 

 LC 0,8296 ± 0,5437 0,3317 ± 0,1446 0.0017* 

 DC 0,7190 ± 0,6058 0,6656 ± 0,3008 0.8529 

 EC 0,7243 ± 0,3488 0,8685 ± 0,6718 0.7071 

IgA FC 1,327 ± 0,7116 0,5356 ± 0,3004 0.0028* 

 LC 0,7783 ± 0,4329 0,3933 ± 0,1692 0.0034* 

 DC 0,8770 ± 0,7641 0,4459 ± 0,2605 0.2358 

 EC 0,7769 ± 0,4106 0,6885 ± 0,08768 0.7863 
a Valor P calculado pelo teste t de Student; b FC – cutânea fixa; c LC – linfocutânea; d DC – cutaneo-disseminada; 
e EC – extracutânea * P < 0,05. 

 

Com a finalidade de verificar se a duração do tratamento antifúngico interfere nos 

níveis de anticorpos na esporotricose, foi estudada a correlação entre o tempo de tratamento 

com itraconazol e a densidade ótica do soro de cada paciente para cada um dos três isotipos 

estudados (Figura 10).  Foi verificada uma diminuição dos níveis de anticorpos quando o 

tempo de uso de itraconazol aumentou, embora somente para IgG e para IgM esta correlação 

tenha sido significante, com valores de P iguais a 0,004, 0,0160 e 0,074 para IgG, IgM e IgA, 

respectivamente. 

Figura 10: Correlação entre o tempo de tratamento (eixo x) e os níveis (eixo y) de IgG (A), IgM (B) e IgA (C) no
soro de pacientes com esporotricose. A linha tracejada mostra o intervalo de confiança 95% para a regressão linear
(linha contínua) dos valores obtidos nos experimentos. 
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Reações cruzadas 
Para estudar reatividade de anticorpos IgG, IgM e IgA contra os exoantígenos da forma 

filamentosa de S. schenckii presentes nos soros de pacientes com outras doenças infecciosas, e 

de indivíduos saudáveis, foram incluídos 94 soros neste estudo e suas reatividades estão 

demonstradas na figura 11. Reações cruzadas foram mais freqüentes com anticorpos da classe 

IgM que com os demais. Um total de 21 soros (22,34% do total de soros heterólogos e 

controles negativos) apresentou reatividade para IgM nos ELISAs realizados. Destes, 2 soros 

foram obtidos de pacientes com histoplasmose (n=13; 15%), 3 de pacientes com tuberculose 

(n=12; 25%), 9 de pacientes com leishmaniose tegumentar americana (n=18; 50%), um de 

paciente com aspergilose (n=4; 25%), um de paciente com paracoccidioidomicose (n=12, 8%) 

e 5 de indivíduos sadios (n=26, 19%). Nenhum dos soros de pacientes com criptococose 

apresentou reatividade para IgM, assim como para IgG. 

Reatividade cruzada foi observada em 11 soros testados para detecção de IgG contra 

exoantígenos de S. schenckii, sendo 3 provenientes de pacientes com histoplasmose (n=13, 

23%), 2 de pacientes com tuberculose (n=12, 17%), 3 de pacientes com leishmaniose 

tegumentar americana (n=18, 17%), um de paciente com aspergilose (n=4, 25%), um de 

paciente com paracoccidioidomicose (n=12, 8%) e um de um indivíduo saudável, doador de 

sangue (n=26, 4%). 

Oito soros apresentaram reatividade para IgA nos ensaios realizados. As doenças que 

apresentaram reações positivas foram histoplasmose (3 de 13 soros, 23%), leishmaniose 

tegumentar americana (2 de 18 soros, 11%), paracoccidioidomicose (2 de 12 soros, 17%) e 

criptococose (1 de 9 soros, 11%). Nenhum paciente com tuberculose ou aspergilose apresentou 

resultado positivo na pesquisa de IgA.  

Embora reatividade cruzada tenha sido observada, a média de densidades óticas para 

cada doença estudada foi estatisticamente menor que a média das leituras dos soros de 

pacientes com esporotricose antes do início do tratamento antifúngico (Tabela 4). 

 

 
Figura 11: Reações cruzadas observadas nas reações imunoenzimáticas para detecção de IgG (A), IgM (B) e IgA 
(C) contra exoantígenos de forma filamentosa de S. schenckii. Este estudo foi realizado com 94 soros de pacientes 
com histoplasmose (Histo), tuberculose (TB), leishmaniose tegumentar americana (Leish), aspergilose (Asp), 
paracoccidioidomicose (PCM), criptococose (Crypto) e indivíduos sadios (NHS). As linhas tracejadas 
simbolizam o ponto de corte de cada reação. Amostras acima deste ponto de corte foram consideradas positivas.  
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Tabela 4: Médias e desvios padrões das leituras de densidade ótica dos diferentes grupos na pesquisa de IgG, 
IgM e IgA contra exoantígenos de S. schenckii. 

Grupo de pacientes  IgG IgM IgA 

Esporotricose  1,282 ± 0,8173  0,7945 ± 0,5497 0,9261 ± 0,6541 

Paracoccidioidomicose  0,3042 ± 0,1687 0,1974 ± 0,06256 0,2062 ± 0,1637 

Criptococose  0,1649 ± 0,06879 0,1557 ± 0,03766 0,1578 ± 0,05370 

Aspergilose  0,3255 ± 0,1759 0,2351 ± 0,1068 0,1448 ± 0,05316 

Histoplasmose  0,4161 ± 0,3214 0,1978 ± 0,1071 0,2182 ± 0,1251 

Tuberculose  0,3227 ± 0,2362 0,2237 ± 0,1090 0,1362 ± 0,02107 

Leishmaniose  0,2809 ± 0,1677 0,3412 ± 0,1685 0,1469 ± 0,07717 

Indivíduos normais  0,2112 ± 1067 0,2254 ± 0,09806 0,1531 ± 0,02630 
 

Comparação entre detecção de diferentes isotipos de anticorpos 

Para comparar os três ensaios imunoenzimáticos realizados para pesquisa dos três 

diferentes isotipos de imunoglobulinas curvas ROC foram construídas utilizando as densidades 

óticas dos soros de pacientes com esporotricose antes do início da terapia antifúngica bem 

como soros de pacientes com outras doenças infecciosas e os controles negativos. Na tabela 4 

verificamos que a área sob a curva da detecção de IgA foi maior que a da detecção de IgG, que 

foi maior que a de detecção de IgM (IgA>IgG>IgM). De acordo com a classificação proposta 

por Greiner e seus colaboradores (2000), os valores apresentados na Tabela 5 permitem 

classificar a detecção de anticorpos da classe IgG e IgA através da técnica de ELISA indireto 

com exoantígenos da forma filamentosa de S. schenckii como tendo excelente acurácia e a 

detecção de IgM como tendo acurácia moderada. 
 

Tabela 5: Análise estatística das áreas sob as curvas ROC na pesquisa de IgG, IgM e IgA na esporotricose. 

 

Intervalo de confiança 95% Anticorpo 

detectado Área Erro padrão Valor inferior Valor superior 

IgG 0,936 0,023 0,890 0,982 

IgM 0,856 0,042 0,774 0,939 

IgA 0,957 0,022 0,913 1,001 

Também foram comparadas as densidades óticas dos diferentes isotipos nos diferentes 

pacientes para verificar se existe correlação entre os níveis de anticorpos de diferentes isotipos 

num mesmo paciente com esporotricose, antes do início do tratamento antifúngico. Os 

resultados desta análise podem ser observados na Figura 12. Em todas as comparações foram 

verificadas correlações positivas (IgG e IgM, r=0,530; IgG e IgA, r=0,671; IgM e IgA, 

r=0,589). ANOVA mostrou correlação em todas as análises (P<0,05 em todos os casos). 
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Figura 12: Correlação entre os níveis de anticorpos de diferentes isotipos em pacientes com esporotricose. 
Valores de densidade ótica (OD) de um dado isotipo foram plotados contra valores de densidade ótica de outro 
isotipo. A linha de regressão linear (contínua) no meio é circundada por duas linhas tracejadas que representam o 
intervalo de confiança 95%. Valores de r2 foram calculados para cada comparação usando o programa SigmaPlot 
2000. A: comparação entre os níveis de IgG e IgM. B: comparação entre os níveis de IgG e IgA. C: comparação 
entre os níveis de IgM e IgA. 
 

Aplicabilidade da detecção de diferentes isotipos no sorodiagnóstico da 

esporotricose 

A Tabela 6 apresenta os parâmetros sorológicos obtidos para cada ELISA realizada 

durante o estudo da resposta imune humoral nos pacientes com esporotricose. Como sugerido 

pela análise de curvas ROC, os melhores resultados foram obtidos quando anticorpos da classe 

IgA foram pesquisados, com uma sensibilidade de 95,1%, especificidade de 91,5% e eficiência 

de 92,6%.  
 

Tabela 6: Parâmetros sorológicos dos ensaios imunoenzimáticos para detecção de IgG, IgM e IgA contra os 
exoantígenos de S. schenckii no diagnóstico imunológico da esporotricose. 

Valores para a detecção de 

Parâmetro IgG IgM IgA 

Sensibilidade 85,4% 85,4% 95,1% 

Especificidade 87,2% 77,7% 91,5% 

Eficiência 87,4% 80,0% 92,6% 

Valor preditivo positivo 76,1% 62,5% 83,0% 

Valor preditivo negativo 93,3% 92,4% 97,7% 

Razão de probabilidade positiva 7,2949 3,8211 11,1768 

Razão de probabilidade negativa 0,1657 0,1884 0,0533 

 
Para verificar se a combinação de resultados de dois ou três diferentes ensaios de 

pesquisa de diferentes isotipos de imunoglobulinas poderia aumentar a sensibilidade ou a 

especificidade da técnica padronizada, foram realizados os mesmos cálculos dos parâmetros 

sorológicos considerando como positiva uma amostra de soro com resultados positivos para 

IgG e IgM, IgG e IgA, IgM e IgA, nos três isotipos testados ou em quaisquer dois dos três 
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isotipos analisados neste estudo. Os resultados desta análise estão apresentados na Tabela 7. 

Foi observado um aumento geral da especificidade em todos os casos, devido ao fato de que, 

dos soros que apresentaram reatividade cruzada com os exoantigenos da forma filamentosa de 

S. schenckii, a maioria deles (23 de 31 soros com reatividade cruzada, 74,2%) o fez em apenas 

um isotipo de imunoglobulina. O melhor cenário para o diagnóstico sorológico da 

esporotricose foi obtido quando uma amostra de soro foi considerada positiva quando 

apresentou reatividade em pelo menos dois dos três isotipos de anticorpos pesquisados. Neste 

caso o ensaio obteve 92,7% de sensibilidade, 91,5% de especificidade e uma eficiência de 

91,9%. 

 
Tabela 7: Combinação do resultado de diferentes ELISAs no sorodiagnóstico da esporotricose. 

Isotipos Sensibilidade Especificidade Eficiência VPPa VPNb

IgG e IgM positivos 78,0% 95,7% 90,4% 88,9% 90,9% 

IgG e IgA positivos 85,4% 97,9% 94,1% 94,6% 93,9% 

IgM e IgA positivos 85,4% 95,7% 92,6% 89,7% 93,8% 

Dois isotipos positivos 92,7% 91,5% 91,9% 82,6% 96,6% 

IgG, IgM e IgA positivos 78,0% 98,9% 92,6% 97,0% 91,2% 
a  VPP = valor preditivo positivo 
b VPN = valor preditivo negativo 
 
 
 

Caracterização de proteínas antigênicas 
Em uma tentativa de caracterizar uma possível proteína que estivesse relacionada à 

reatividade observada em nossos ensaios imunoenzimáticos, realizamos uma separação das 

proteínas deste extrato por SDS-PAGE, analisando em seguida a reatividade dessas proteínas 

frente a soros de pacientes com esporotricose, com outras doenças infecciosas e de indivíduos 

saudáveis. A figura 13 apresenta o resultado da técnica de imunoblot realizada após 

eletroforese do exoantígeno da forma filamentosa do isolado 23508 de S. schenckii. Tiras 

contendo as proteínas do antígeno separadas de acordo com seu peso molecular foram 

incubadas com uma mistura de soros de pacientes com esporotricose (tira 1), mistura de soros 

de pacientes com diferentes doenças infecciosas, a saber as mesmas testadas para reação 

cruzada nos ELISAs (tira 2) e com uma mistura de soros de indivíduos doadores de sangue, 

saudáveis (tira 3). Conforme verifica-se na figura, a maioria das proteínas de alto peso 

molecular apresentou reatividade cruzada e as proteínas de baixo peso molecular mostraram 

ser espécie-específicas.  
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Figura 13: Reação de imunoblot utilizando exoantígenos da forma filamentosa de S. schenckii quando testados 
contra uma mistura de 41 soros de pacientes com esporotricose (tira 1), 48 soros de pacientes com doenças 
infecciosas diversas como histoplasmose, paracoccidioidomicose, leishmaniose, aspergilose, tuberculose e 
criptococose (tira 2) e 26 soros de indivíduos saudáveis com sorologia negativa para HIV, Hepatite B, VDRL e 
doença de Chagas (tira 3). À esquerda temos o marcador de peso molecular pré-corado. As setas indicam as 
proteínas de 90 e 37 kDa selecionadas para caracterização por MALDI-TOF-MS. 
 

Para caracterização proteica foram então selecionadas duas proteínas deste extrato: 

uma proteína espécie-específica, de 37 kDa, e uma proteína que apresenta reatividade cruzada 

com soros heterólogos, de 90 kDa. Como controles negativos foram selecionadas áreas 

diferentes do gel de poliacrilamida que não possuiam bandas proteicas coradas pelo Coomassie 

Blue. Análise por MALDI-TOF-MS dos controles negativos não revelou nenhum peptídeo. 

Surpreendentemente, os peptídeos isolados das duas proteínas analisadas foram caracterizados 

como sendo os mesmos nas duas diferentes amostras. Os seis peptídeos isolados apresentaram 

homologia com a proteína STB2 de S. cerevisiae quando feita busca por meio da ferramenta 

BLASTp (Figura 14). Esta proteína interage com a proteína Sin3p e outras num complexo 

proteico que possui atividade enzimática de histona desacetilase. A proteína STB2 em 

S. cerevisiae apresenta peso molecular de 97 kDa e quando analisada com o programa Protean 

Lasergene 7.0 (DNASTAR Inc.) apresenta várias regiões de grande hidrofilicidade e alto 

índice antigênico (Figura 15). 
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  1 MVMADTIATG DKTSQFDGKH MQDLERIYST RDTLDDNFFG ERGQKDANGD 
 YYDELNNEET NYSGSSYYGH SDDSEVVGLI KNDTVSQLPP LDSFIFPDSR 
 ALFLLDLGNY ADLTYEEIIV HGFEI

VVLP KDTSMWPGRF RLYFEELMEF ARPKFTPKGT LFITNLSGVS 
SANLLC PPTMASLDKF 

LPEEE YKTVGNSKCR NTDSKSPVVE 

 51
101 YIVEQ WVACRNLSTL ITSYTGNSQD 
151 TISGVR
201 FGLNLLHVEC GDLRTIWKDF EVNFDLKNLH CGGR
251 SQLFKIPTNG FIAQYPQMIQ QQQPR
301 MVTLIQISLS YFNLLSKNYQ TDGLLCEDTK RAIDEWWETY GKLYLGTEKP 
351 RNECTLGPTT VAGLISLILC CYFKLMIENC ISSKDPFDEA GFFQGIYNFQ 
401 KKHGLNKRKS RVYLDPRTLE KLFEVTAKVS SKDIFKLKKM VTSTVQDIIG 
451 KGNPINLSHK ILTTDLDTLI HNIHGGSVGL LWKGKGHPRK CCTDISNEEF 
501 LKFNYQRGDP DGQIREREML LEKFRLERIA YAQKHASKKV SSSSLDTSED 
551 IGRTNAMPSS ATVSSMFPNY DNTKYAYNFG INKLYQGEYY RRNSFPYCKD 
601 RTHDNIYEDL SELKEKSSRL YRCNSSSAVQ NIVEKWDLPF DPSVVRIARD 
651 LLRMKYDIQA QQHIQEMDEH YMGKLNKEGT VGQYSKFNER YKRLQELYKK 
701 YSDGAKVFEG RFEDIDNKQQ LLLHEMQELN SLSSRLKYDM RILEVRVRDI 
751 ESSVAQFDSK LIGLKSSLQG QGKTGICSAI DPKSDKDEYD RCVNDLMTTN 
801 NPTYEALCLK MLSRRYFKDL KNDTVGWFRW LFGNNSLHNN ASEDDRGIRV 

 

Figura 14: Seqüência peptídica da proteína STB2 de Saccharomyces cerevisiae, a qual participa de um complexo 
enzimático com atividade biológica de histona desacetilase. A proteína apresenta 850 aminoácidos e um peso 
molecular de 97 kDa. Peptídeos marcados em vermelho foram os peptídeos isolados das duas proteínas de 90 e 37 
kDa presentes nos exoantígenos da forma filamentosa de S. schenckii.  
 
 

 
Figura 15: Análise computacional da proteína STB2 de S. cerevisiae utilizando o programa Protean 7.0 
(DNASTAR, Inc.). Importante verificar que a proteína apresenta alto índice antigênico (gráfico na cor rosa da 
figura) em regiões hidrofílicas (gráfico azul escuro da figura) e flexíveis (gráfico com barras azuis claras da 
figura). Todos estes fatores contribuem para a predição de um epítopo B linear. 
 

A fim de tentar entender as reações cruzadas que ocorrem quando se utilizam os 

exoantígenos de S. schenckii na técnica de ELISA, foi feita uma busca de similaridade dos 

peptídeos isolados com proteínas dos agentes das doenças estudadas neste trabalho. 

Interessantemente, foi verificado que um dos peptídeos apresentava alta homologia com uma 

proteína hipotética de Leishmania major (Figura 16). 
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Figura 16: Busca utilizando o algoritmo BLASTp de proteínas dos agentes etiológicos das doenças que 
apresentaram reatividade cruzada nos ensaios imunoenzimáticos realizados neste estudo. Verificou-se que um dos 
peptídeos obtidos das proteínas presentes na mistura antigênica utilizada em todo o decorrer deste trabalho  
(primeira linha) apresenta alta homologia com uma proteína de L. major (terceira linha). Na segunda linha temos 
o mesmo peptídeo na proteína STB2 de S. cerevisiae. Abaixo dos peptídeos temos símbolos que representam o 
grau de semelhança entre os aminoácidos. * simboliza identidade total e : simboliza aminoácidos com 
características físico-químicas semelhantes. 
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Discussão
 

 
A esporotricose é uma doença cosmopolita, sendo considerada a micose subcutânea de 

maior prevalência na América Latina (Conti-Diaz, 1989). O padrão ouro no diagnóstico desta 

doença infecciosa é o isolamento do seu agente etiológico em cultivo micológico, entretanto 

longo tempo é necessário desde a coleta e o processamento do material clínico, o crescimento 

do fungo nos meios de cultura e a realização de todos as análises necessárias para a sua correta 

identificação (Dixon et al., 1991). Todos estes procedimentos podem levar até três semanas. 

Além disso, em casos de esporotricose extracutânea, a coleta de material clínico adequado para 

o isolamento do fungo em cultivo é extremamente difícil, necessitando de procedimentos 

invasivos para sua realização, e em alguns casos é mesmo impossível de ser realizada. A 

obtenção de material clínico para o diagnóstico também não pode ser realizada em casos de 

regressão espontânea das lesões.  

Recentemente, no Estado do Rio de Janeiro, deu-se início a uma epidemia de 

esporotricose, envolvendo diversos municípios, onde o fungo vêm sendo transmitido aos 

humanos não pela forma clássica de contaminação desta doença, ou seja, através de plantas, 

madeiras ou solo contaminado (Rippon, 1988), mas através da arranhadura, mordedura ou 

contato com gatos domésticos infectados por S. schenckii (Barros et al., 2001). Esta forma de 

veiculação da doença tem acarretado em manifestações clínicas pouco comuns da 

esporotricose, tal como o acometimento primário da mucosa nasal (Schubach et al., 2003), 

eritema nodoso (Gutierrez-Galhardo et al., 2002), eritema multiforme (Gutierrez-Galhardo et 

al., 2005), conjuntivite primária (Schubach et al., 2005c) e elevado número de casos de 

esporotricose cutânea disseminada, uma forma clínica menos comum da doença (Barros et al., 

2003). Como conseqüência destes fatos, o desenvolvimento de técnicas imunológicas baseadas 

na detecção de anticorpos do hospedeiro ou antígenos fúngicos é altamente importante e 

necessário, tanto para o diagnóstico como para o acompanhamento terapêutico da infecção. 

A detecção de anticorpos no soro de pacientes com esporotricose vêm sendo realizada 

a muitos anos através de técnicas imunológicas que envolvem precipitação ou aglutinação de 

complexos antígeno-anticorpo (Karlin & Nielsen, 1970; Blumer et al., 1973; Ishizaki et al., 

1978; Smith et al., 1981; Casserone et al., 1983; Albornoz et al., 1984; Mendoza et al., 2002). 

Limitações destas técnicas incluem sua baixa sensibilidade em casos de esporotricose cutânea 

(Albornoz et al., 1984; Rippon, 1988) e o fato de não ser possível determinar os diferentes 

isotipos de anticorpos que estão participando da resposta imune humoral contra S. schenckii. 
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Os testes imunoenzimáticos constituem uma solução interessante a este problema, visto que 

eles possuem em geral um limiar de detecção maior que os métodos de aglutinação e 

conseqüentemente uma sensibilidade mais elevada.  

Na literatura médica especializada há uma imensa variedade de ensaios 

imunoenzimáticos descritos para o diagnóstico de infecções causadas por diversos fungos 

dimórficos, como histoplasmose, paracoccidioidomicose e peniciliose marnefei (Mendes-

Giannini et al., 1984; Hammilton, 1998; Pizzini et al., 1999; Valle et al., 2001; Guimarães et 

al., 2004; Albuquerque et al., 2005). Entretanto, no nosso conhecimento, para o diagnóstico 

imunológico da esporotricose, até o ano de 2006 havia somente duas publicações descrevendo 

o uso de técnicas imunoenzimáticas no sorodiagnóstico da esporotricose, ambas focando 

somente a pesquisa de anticorpos da classe IgG (Scott & Muchmore, 1989; Bernardes-

Engemann et al., 2005). Também o primeiro estudo realizado por nosso grupo neste sentido 

foi acerca da pesquisa de IgG no soro de pacientes com esporotricose (Almeida-Paes et al., 

2007). Desta forma, o trabalho aqui descrito é o primeiro a demonstrar a participação de 

anticorpos da classe IgM e IgA na patogenia da esporotricose humana. Este é um achado 

importante, visto que anticorpos de diferentes isotipos podem participar da linha de defesa do 

hospedeiro contra fungos patogênicos (Nosanchuk et al., 2005; Chaturvedi et al., 2005; Rivera 

& Casadevall, 2005) e situação semelhante poderia ocorrer na esporotricose. Além disso, 

outros fatores que nos impeliram a estudar os diferentes isotipos de anticorpos na esporotricose 

foram dados de infecção experimental em camundongos que sugerem a participação de 

anticorpos de diferentes isotipos na resposta imune humoral (Nascimento & Almeida, 2005). 

Outro aspecto é o fato de que, como ocorre com outros fungos, muitos indivíduos residentes 

em áreas endêmicas não desenvolvem a doença, mas acabam desenvolvendo uma resposta 

imune humoral específica (Esterre et al., 1997; Baida et al., 1999), cenário que pode estar 

ocorrendo no Rio de Janeiro.  

A técnica de ELISA recentemente publicada para o diagnóstico imunológico da 

esporotricose (Bernardes-Engemann et al., 2005) utiliza uma preparação antigênica purificada 

da parede celular, denominada SsCBF, preparada através de cromatografia de afinidade em 

coluna com concanavalina A, a qual se pressupõe que possam ocorrer menos variações a cada 

lote antigênico produzido. O antígeno utilizado no ensaio imunoenzimático descrito neste 

trabalho possui uma coleção de proteínas altamente reativas como demonstrado na técnica de 

imunoblot e é obtido com bastante facilidade, não necessitando de equipamentos nem de 

técnicas de purificação sofisticadas, tais como as cromatográficas, e pode ser utilizado 

especialmente nos laboratórios de áreas com recursos financeiros limitados, sendo assim uma 

nova ferramenta para o diagnóstico desta doença fúngica. 
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O método de ELISA padronizado por nós utilizando os exoantígenos estudados 

apresentou 97% de sensibilidade na detecção de IgG. Anticorpos anti-S. schenckii foram 

detectados na maioria das amostras de soro de pacientes com diferentes formas clínicas da 

esporotricose apresentando valores de densidade ótica maiores que o ponto de corte, muitos 

deles inclusive com altos valores de leitura de absorbância, indicando que este teste pode ser 

utilizado no diagnóstico das mais diversas formas clínicas da esporotricose. A média das 

absorbâncias observadas nos soros de pacientes com diferentes formas clínicas não apresentou 

diferença estatisticamente significante, dado também observado por Bernardes-Engemann e 

seus colaboradores (2005). Esta verificação não é observada por exemplo, na 

cromoblastomicose, uma micose subcutânea tal qual a esporotricose, onde os pacientes com 

múltiplas lesões apresentam títulos de anticorpos da classe IgG mais elevados que os pacientes 

com uma lesão única (Esterre et al., 2000). Embora aparentemente a resposta imune humoral 

possa participar no controle e na prevenção da esporotricose (Nascimento & Almeida, 2005), 

os títulos de anticorpos específicos contra S. schenckii não parecem estar relacionados à 

gravidade da doença, já que os pacientes com uma lesão cutânea fixa possuem títulos de 

anticorpos extrapolados pelos valores de densidade ótica similares aos valores obtidos de 

pacientes com múltiplas lesões. 

Verificou-se também que não somente anticorpos da classe IgG apresentam reatividade 

cruzada contra antígenos de S. schenckii, mas também os da classe IgM e IgA. Observou-se 

também que em 33% de indivíduos sem esporotricose confirmada pelo isolamento do fungo 

em cultivo anticorpos anti-S. schenckii de pelo menos um isotipo nas técnicas de ELISA 

empregadas no estudo foram encontrados. Destes pacientes com reatividade cruzada, 74,2% 

apresentaram somente um isotipo positivo nas reações imunoenzimáticas. Esta reatividade 

provavelmente se deve a similaridade entre os antígenos de S. schenckii e os de outras espécies 

microbianas, ao invés de contato prévio com S. schenckii, já que somente 2,56% dos pacientes 

com esporotricose comprovada testados para os três isotipos apresentaram somente níveis 

detectáveis de uma única classe de anticorpos. Mesmo durante o tratamento, a maioria dos 

pacientes com esporotricose mantém reatividade imunológica em mais de um isotipo de 

imunoglobulina. Entretanto, para os demais 25,8% dos pacientes sem esporotricose 

confirmada micologicamente com resultados positivos, em especial um paciente com 

histoplasmose, que apresentou reatividade nos três isotipos de imunoglobulina testados, 

contato prévio com S. schenckii não pode ser descartado, já que estes pacientes moram em 

uma área endêmica de esporotricose. 

A esporotricose cutânea e a leishmaniose tegumentar americana apresentam várias 

características clínicas e epidemiológicas semelhantes, e muitos pacientes com esporotricose 
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relatam que a doença iniciou como uma picada de mosquito, o que pode levar a um 

diagnóstico errôneo por parte dos clínicos, especialmente aqueles que não dispõem de 

condições laboratoriais adequadas para um diagnóstico correto (Lober et al., 1980). 

Complicando ainda mais este cenário, um estudo recente mostrou que 48% dos pacientes com 

esporotricose reagem positivamente no teste intradérmico de Montenegro, e 23% destes 

também são positivos na técnica de ELISA para leishmaniose, ainda que não tenha sido 

isolada qualquer espécie de Leishmania em cultivo (Barros et al., 2005). Embora co-infecção 

por S. schenckii e Leishmania possa acontecer (Agudelo et al., 1999) este é um achado 

incomum, já que as duas doenças apresentam vias de transmissão totalmente distintas. Em 

nossos estudos verificamos uma série de reações positivas em soros de pacientes com 

leishmaniose contra antígenos de S. schenckii nos diversos isotipos estudados (17%, 50% e 

11% para IgG, IgM e IgA, respectivamente), mostrando que a reatividade cruzada entre 

Leishmania e S. schenckii é evidente. Para corroborar este achado, verificamos que um dos 

peptídeos obtidos após digestão enzimática de duas proteínas antigênicas de S. schenckii 

presentes na amostra antigênica usada em nossos ELISAs apresentava alto grau de homologia 

com uma proteína hipotética de L. major, reforçando, com isso, a hipótese que proteínas 

dessas duas espécies compartilham determinantes antigênicos comuns. Portanto, se faz 

necessário identificar antígenos específicos que permitam o diagnóstico diferencial entre essas 

duas doenças infecciosas, uma vez que um diagnóstico incorreto poderia levar a instauração de 

um regime terapêutico ineficaz ao paciente. 

Quando estudamos os diferentes isotipos de imunoglobulinas produzidas na infecção 

natural humana por S. schenckii, verificamos que a maioria dos pacientes com esporotricose 

apresentaram níveis detectáveis de anticorpos das classes IgG, IgM e IgA contra os 

exoantígenos da forma filamentosa de S. schenckii no momento do diagnóstico clínico, ou 

seja, antes do início do tratamento antifúngico. Esta reatividade permaneceu em pacientes em 

tratamento com itraconazol, com uma tendência de diminuição dos níveis de anticorpos à 

medida que o tempo de terapia antifúngica se prolonga. Para o nosso conhecimento, este é o 

primeiro relato de anticorpos IgM e IgA na esporotricose humana. Essas duas classes de 

anticorpos podem ter participação importante na patogenia da esporotricose. Já foi 

demonstrado que S. schenckii é capaz de ativar o sistema complemento pela via alternada, e 

que a ativação da via clássica também possa ocorrer (Scott et al., 1986). Os anticorpos da 

classe IgM podem ter um papel na ativação do sistema complemento pela via clássica na 

esporotricose, o que já foi demonstrado em outras micoses (Kozel, 1996). Envolvimento de 

mucosas pode ocorrer na esporotricose (Castro et al., 1981; Hampton et al., 2002; Barros et 
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al., 2003; Schubach et al., 2003; Schubach et al., 2005c; Lopes-Bezerra et al., 2006) e nesse 

contexto, anticorpos IgA podem representar um importante mecanismo de defesa.  

É importante observar que neste estudo, foi verificado que anticorpos IgM e IgA 

permaneceram com níveis detectáveis na maioria dos pacientes em tratamento para 

esporotricose fazendo uso de itraconazol, embora seus níveis tenham variado dependendo da 

forma clínica do paciente. Pacientes em uso de itraconazol com as formas cutânea fixa e 

linfocutânea de esporotricose apresentaram títulos de anticorpos extrapolados pelos valores de 

densidade ótica estatisticamente inferiores aos pacientes sem tratamento. Entretanto, não foi 

observada diferença significante nos níveis desses anticorpos em pacientes com as formas 

cutâneo-disseminada e extracutânea da esporotricose, antes e durante o tratamento. 

Possivelmente isso se deve a uma maior carga parasitária nestes últimos pacientes, o que 

levaria a uma estimulação antigênica contínua e constante produção de anticorpos, em especial 

os da classe IgM. Anticorpos da classe IgG não tiveram seus níveis estatisticamente 

diminuidos em pacientes em tratamento contra a esporotricose, em comparação com os 

pacientes sem tratamento. Esta observação pode ser explicada pela elevada meia vida deste 

isotipo de imunoglobulina. Entretanto, verificando o comportamento dos níveis de anticorpos 

específicos nos pacientes em tratamento, com respeito ao tempo de terapia antifúngica, 

verificamos que IgG e IgM apresentam uma diminuição de seus níveis de acordo com o tempo, 

sugerindo com isso que esses isotipos podem ser utilizados como marcadores para o 

acompanhamento da terapia antifúngica na esporotricose. Como as formas cutâneo-

disseminada e extracutânea são formas menos comuns de esporotricose, a amostragem de 

soros de pacientes com estas formas clínicas em tratamento incluída no estudo foi reduzida, 

portanto são necessários novos estudos com um número maior de soros para validar esta 

hipótese. 

A medida da performance da ELISA padronizada para uso no diagnóstico da 

esporotricose através da curva ROC mostra uma diferença estatisticamente significante entre 

as absorbâncias médias observadas nos soros de pacientes com esporotricose e naquelas 

observadas nos controles humanos saudáveis bem como nos soros de pacientes heterólogos. 

Por outro lado, a absorbância média dos soros heterólogos foi estatisticamente maior que a 

média encontrada no grupo de controles negativos. Sugere-se que os antígenos de S. schenckii 

sejam, em sua maioria, glicoproteínas apresentando alto grau de glicosilação, sobretudo com 

os carboidratos manose, ramnomanose e galactose (Takata & Ishizaki, 1983; Lopes-Bezerra et 

al., 2006) e que porções glicosídicas dos antígenos fúngicos são responsáveis por elevado grau 

de reações cruzadas em outras micoses (Wheat et al., 1986, Zancopé-Oliveira et al., 1994). De 

fato, reações cruzadas entre S. schenckii e diversos fungos patogênicos tais como Exophiala 
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verneckii, Fonsecaea pedrosoi, H. capsulatum, Coccidioides immitis, A. fumigatus e 

Trichophyton mentagrophytes foram descritas devido aos epítopos glicosilados presentes nos 

antígenos destes fungos (Ishizaki et al., 1981). Reações cruzadas entre S. schenckii e fungos 

ambientais (Ishikazi et al., 1976; Polonelli & Morace, 1982) e entre espécies bacterianas, 

como Streptococcus do grupo B (Nakamura et al., 1977) e Klebsiella pneumoniae (Takata & 

Ishizaki, 1983) também já foram descritas. O reconhecimento não específico de epítopos 

glicosilados pode explicar as reações cruzadas observadas nos ELISAs realizados neste estudo, 

bem como a diferença estatística entre os soros heterólogos e os soros de indivíduos sadios. 

Paralelamente, não se pode descartar a possibilidade de exposição prévia dos indivíduos com 

falsa soropositividade ao fungo S. schenckii, visto que todos os soros foram colhidos de 

habitantes de uma área onde a esporotricose é endêmica (Barros et al., 2004, Lopes-Bezerra et 

al., 2006). A glicosilação dos antígenos de S. schenckii também explica a produção de 

anticorpos da classe IgM contra este fungo, já que antígenos de origem glicídica evocam a 

produção deste isotipo de imunoglobulina. 

Nossos ensaios imunoenzimáticos foram realizados com uma preparação antigênica 

não purificada. Quando um extrato antigênico não purificado de P. brasiliensis foi utilizado na 

padronização de uma técnica de ELISA, reações cruzadas foram observadas com soro de 

pacientes com outras micoses, como histoplasmose, lobomicose, criptococose, candidíase e 

esporotricose, reações estas que puderam ser eliminadas com a incubação do soro com 

antígenos de H. capsulatum antes dos ensaios imunoenzimáticos (Mendes-Giannini et al., 

1984). Em nossos ensaios também observamos reações cruzadas com diversas doenças 

infecciosas, o que também ocorreu no ELISA recentemente padronizado por Bernardes-

Engemann e colaboradores (2005). Para reduzir a reatividade cruzada de soros contra 

antígenos de S. schenckii um método de adsorção poderia ser aplicado aos soros antes da sua 

aplicação na técnica de ELISA. Outra estratégia que poderia ser utilizada é a deglicosilação de 

antígenos de S. schenckii, como é atualmente realizado no sorodiagnóstico da histoplasmose, o 

que aumenta a especificidade do ensaio (Pizzini et al., 1999; Guimarães et al., 2004). Estudos 

neste sentido estão sendo conduzidos em nosso laboratório para verificar se estas hipóteses 

podem ser aplicadas nos métodos sorológicos empregados no diagnóstico da esporotricose. 

Neste trabalho foram utilizadas duas abordagens para cálculo e determinação do ponto 

de corte. Na padronização da pesquisa de IgG nos soros de pacientes com esporotricose foi 

utilizado para essa finalidade o valor obtido através da média de leitura dos soros normais 

adicionada de três vezes o valor do desvio padrão destes soros, como é realizado na sorologia 

de outras micoses (Guimarães et al., 2004). Esta abordagem foi escolhida inicialmente porque 

queríamos determinar um ponto de corte que permitisse a diminuição máxima de resultados 
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falso-positivos neste teste com finalidades diagnósticas. Já nos experimentos para pesquisa dos 

diferentes isotipos de imunoglobulinas produzidas durante a infecção demos preferência a 

escolher uma metodologia estatística que permitisse a detecção de um ponto de corte ótimo, 

independente do número de falso negativos ou positivos (Greiner et al., 1995), já que a 

abordagem inicial neste experimento não era diagnóstica. Entretanto, mesmo assim foi 

verificado que a detecção conjunta dos diferentes isotipos de imunoglobulinas pode aumentar a 

especificidade no sorodiagnóstico da esporotricose. Estudos estão atualmente em andamento 

para validar esta abordagem. 

O diagnóstico sorológico da esporotricose é um problema, especialmente em termos de 

especificidade (Bernardes-Engemann et al., 2005; Almeida-Paes et al., 2007). O número cada 

vez mais crescente desta doença, juntamente com os casos complicados que podem acontecer 

em pacientes imunocomprometidos (Hardman et al., 2005) impelem a uma busca por 

metodologias diagnósticas cada vez melhores. Quando padronizamos a técnica de ELISA para 

o diagnóstico da esporotricose verificamos um valor de sensibilidade maior que o observado 

quando testamos os soros para IgG no contexto da análise de isotipos de anticorpos produzidos 

no decorrer da infecção. Esta diferença pode ter ocorrido pelas pequenas mudanças inseridas 

no protocolo do segundo experimento, realizadas para permitir a detecção de IgM e IgA nos 

soros dos pacientes. Outro fator que pode ter contribuído para a diminuição do valor de 

sensibilidade pode ter sido o fato dos soros terem sido colhidos de pacientes distintos nos dois 

estudos. Como todos os soros foram selecionados randomicamente, alguns deles podem ter 

sido colhidos em momentos iniciais da doença, antes da produção de anticorpos específicos se 

iniciar. De fato, para dar suporte a esta hipótese, foi verificado que na infecção experimental 

de S. schenckii em camundongos, a resposta imune humoral é montada em estágios avançados 

da infecção, normalmente após a quinta semana (Maia et al., 2006). Outra observação que 

sugere coleta de soro antes do inicio da produção de IgG é que 3 dos pacientes com níveis não 

detectáveis desta imunoglobulina apresentaram IgM positiva no soro. Entretanto, a área da 

curva ROC obtida nos dois estudos apresentou valores superiores a 0.9, indicando que a 

detecção de IgG específica contra exoantígenos da forma filamentosa de S. schenckii é um 

teste com excelente acurácia no diagnóstico sorológico da esporotricose. 

No contexto da detecção de diferentes isotipos na esporotricose, verificou-se valores de 

especificidade variando de 77,7% a 91,5%, dependendo do isotipo detectado no soro. Todavia, 

quando os resultados dos diferentes ELISAs são combinados, um grande aumento na 

especificidade é verificado, particularmente quando se considera positiva uma amostra de soro 

que possua pelo menos dois isotipos reativos contra os antígenos de S. schenckii testados. Isso 

é bastante significante, já que não há kits sorológicos comercialmente disponíveis para o 
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diagnóstico desta micose e testes específicos são extremamente necessários. Embora testes 

sorológicos não forneçam diagnóstico definitivo, eles são ferramentas importantes no 

diagnóstico das infecções. Assim sendo, os resultados dos testes sorológicos devem ser 

interpretados de acordo com achados clínicos e história epidemiológica dos pacientes. 

Paralelamente ao desenvolvimento de ensaios imunoenzimáticos para o diagnóstico da 

esporotricose nosso grupo iniciou a caracterização das proteínas com atividade antigênica do 

fungo, uma vez que a composição antigênica de S. schenckii é pouco conhecida e há poucos 

antígenos descritos, fato que dificulta o desenvolvimento de ensaios imunoenzimáticos 

sensíveis e específicos, sobretudo aqueles baseados na detecção de antígenos fúngicos. 

Mendoza e colaboradores (2002) descreveram a composição antigênica de exoantígenos de 

forma filamentosa de S. schenckii e mostraram que estes exoantígenos obtidos em meio 

Sabouraud líquido não apresentava reatividade cruzada na técnica de imunodifusão radial 

dupla em gel de agar com uma amostra de soro de paciente com coccidioidomicose, uma 

amostra de soro de paciente com histoplasmose e uma amostra de soro de paciente com 

paracoccidioidomicose. Esses mesmos exoantígenos também foram utilizados previamente 

com sucesso no sorodiagnóstico da esporotricose nas técnicas de imunodifusão e 

imunoeletroforese, nas quais não foram observadas reações cruzadas frente a soros de 

pacientes com leishmaniose ou cromoblastomicose (Albornoz et al., 1984). De fato, Albornoz 

e seus colaboradores (1984) verificaram quem quando os exoantígenos da forma filamentosa 

de S. schenckii são utilizados na imunoeletroforese, todos os soros positivos apresentavam um 

arco anódico de precipitação, o qual foi denominado arco S. A proteína envolvida na formação 

deste arco de precipitação provavelmente está relacionada à alta sensibilidade observada no 

teste imunoenzimático descrito neste trabalho, o qual utilizou a mesma preparação antigênica. 

Entretanto, como este antígeno não foi purificado e caracterizado até hoje, maiores estudos são 

necessários para confirmar esta hipótese. Mais recentemente também foi demonstrado que as 

proteínas secretadas por S. schenckii são as grandes responsáveis pela resposta imune humoral 

na esporotricose (Carlos et al., 2003). Por esses motivos resolvemos caracterizar esta 

preparação antigênica utilizada na padronização de um ensaio imunoenzimático para o 

diagnóstico da esporotricose. 

O complexo antigênico estudado por nós apresentou cinco proteínas que foram 

possíveis de serem detectadas através de coloração pela prata de um gel de poliacrilamida 

submetido a eletroforese. Analisando a reatividade destas moléculas pela técnica de imunoblot 

verificou-se que as proteínas de menor peso molecular é que parecem ser espécie-específicas. 

Para melhor compreender a natureza desses antígenos, duas proteínas, uma aparentemente 

específica e outra que apresentou reatividade cruzada no imunoblot, foram submetidas a 
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MALDI-TOF-MS e surpreendentemente obtivemos peptídeos idênticos nas duas moléculas. 

Inicialmente suspeitou-se em contaminação do material analisado como razão para explicar 

este achado, porém há diversos fatores que sugerem o contrário: i) os peptídeos encontrados 

apresentaram homologia com uma proteína de S. cerevisiae, um fungo, ascomiceto, tal qual 

S. schenckii; ii) a proteína de S. cerevisiae que apresentou homologia com os peptídeos 

encontrados apresenta peso molecular de 97 kDa, similar aos 90 kDa da proteína submetida à 

MALDI-TOF-MS; iii) análise computacional da proteína de S. cerevisiae mostra que ela 

apresenta elevado índice antigênico, podendo ter epítopos B, fato demonstrado nas proteínas 

submetidas à MALDI-TOF-MS, altamente reativas contra IgG conforme demonstrado no 

nosso imunoblot; iv) a proteína de S. cerevisiae com homologia à proteína de S. schenckii 

submetida a MALDI-TOF-MS apresenta atividade enzimática, tal qual a maioria dos antígenos 

fúngicos (Fonseca et al., 2001); v) o experimento, quando repetido, apresentou os mesmos 

resultados. 

Assim sendo, pode-se sugerir que duas das proteínas secretadas por S. schenckii em sua 

fase estacionária de crescimento na forma filamentosa participem do complexo histona 

desacetilase como a proteína STB2 de S. cerevisiae. A proteína de 37 kDa, com peptídeos 

idênticos à proteína de 90 kDa, poderia ser um produto de degradação da de maior peso 

molecular. Um fator que suporta esta idéia é o fato de que os seis peptídeos seqüenciados 

encontram-se nos 300 aminoácidos mais próximos à região N terminal da proteína STB2 de 

S. cerevisiae, o que resultaria numa proteína de 34 kDa, conforme calculado no algoritimo 

computacional Compute pI/MW (disponível em http://www.expasy.ch/tools/#primary). Este 

produto de degradação poderia ter perdido partes da molécula maior que apresentasse epítopos 

comuns com os agentes das doenças estudadas neste trabalho, o que resultou na ausência de 

reatividade cruzada da proteína com peso molecular menor na reação de imunoblot. 

A proteína STB2 em S. cerevisiae forma um complexo com a proteína Sin3p, o qual 

possui atividade de histona desacetilase. STB2 foi identificada a partir de ensaios duplo-

híbrido para verificar proteínas que se ligassem a Sin3p, já que ela por si só é incapaz de ligar-

se ao DNA diretamente (Kasten & Stillman, 1997). A evidenciação de uma proteína que 

participa em um complexo com atividade de histona desacetilase, de localização 

preferencialmente nuclear, sendo secretada no sobrenadante de cultura nos chamou a atenção. 

Entretanto, Nosanchuk e colaboradores (2003) identificaram uma histona H2B de 17 kDa na 

superfície do fungo dimórfico H. capsulatum. Além disso, também foi recentemente descrito 

que histona desacetilases também podem realizar sua função enzimática em proteínas que não 

sejam histonas (Hildmann et al., 2007). Desta forma, proteínas relacionadas à histonas podem 
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ter algum papel na biologia celular de fungos patogênicos ao serem secretadas e expressas em 

suas superfícies. 

A resposta de um hospedeiro a uma infecção microbiana envolve uma série de 

interações do microrganismo e os mecanismos de imunidade inata e adaptativa do hospedeiro. 

Neste sentido, embora haja uma série de informações sobre a importância da resposta imune 

celular nas diversas infecções fúngicas, o papel dos anticorpos nestas micoses é pouco 

conhecido (Nosanchuk, 2005) e a situação da esporotricose não é diferente. Alguns dos 

mecanismos pelos quais os anticorpos protegem o hospedeiro de infecções fúngicas envolvem 

aglutinação de células fúngicas, interferência com adesão, aumento da fagocitose, 

neutralização de moléculas imunorreguladoras e ativação do sistema complemento 

(Casadevall, 1995). Além disso, há certos anticorpos produzidos durante a infecção que não 

conferem nenhuma proteção e outros que, pelo contrário, aumentam a gravidade da doença 

(Casadevall, 1995; Pirofski & Casadevall, 1996; Casadevall & Pirofski, 2006). Como neste 

estudo não foi verificada diferença estatisticamente significante nos níveis de anticorpos de 

diferentes isotipos nas diferentes formas clínicas da esporotricose, não podemos sugerir se os 

anticorpos gerados contra exoantígenos de S. schenckii são protetores ou se eles aumentam a 

gravidade da doença. Por sua vez, observamos que todos os pacientes com a forma cutânea 

fixa da esporotricose envolvidos nos estudos de padronização da ELISA para esporotricose, 

bem como nos envolvidos na análise do perfil de anticorpos produzidos durante a infecção, 

apresentaram níveis detectáveis de anticorpos dos três isotipos estudados e é possível que esses 

anticorpos tenham tido algum papel na prevenção da disseminação do fungo. Com a 

caracterização, purificação e clonagem de moléculas antigênicas de S. schenckii que iniciamos 

neste estudo será possível produzir anticorpos monoclonais contra este patógeno para verificar 

a veracidade desta hipótese. 
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Conclusões
 

 

Uma técnica de ELISA utilizando exoantígenos de S. schenckii foi padronizada com 

sucesso, apresentando uma sensibilidade de 97%, especificidade de 89% e uma eficiência de 

92%, sugerindo que este ensaio têm potencial para ser utilizado como uma ferramenta 

adicional no diagnóstico da esporotricose, em especial em sua forma cutânea que ocorre na 

maioria dos pacientes infectados por S. schenckii.  

O alto valor preditivo negativo do teste (98%) sugere que este ensaio pode ser útil para 

eliminar a hipótese diagnóstica de esporotricose no diagnóstico diferencial de lesões 

dermatológicas.  

Esta técnica também demonstrou ser reprodutível, o que favorece sua aplicação no 

sorodiagnóstico da esporotricose.  

A mesma técnica de ELISA pôde ser utilizada no estudo de isotipos de 

imunoglobulinas produzidas na infecção, sendo verificado que IgG, IgM e IgA são produzidas 

durante a infecção e que mesmo durante o tratamento seus níveis continuam detectáveis, com 

níveis decrescentes à medida que a terapia antifúngica se estende.  

Esses isotipos também podem ser pesquisados com finalidades diagnósticas e para 

acompanhamento terapêutico da esporotricose.  

Para aumentar a eficácia do diagnóstico sorológico da esporotricose é altamente 

recomendado que sejam detectados estes três isotipos de imunoglobulinas e que uma 

combinação de resultados seja realizada para que um resultado com maior acurácia seja 

fornecido.   

Os antígenos de S. schenckii embora tenham sido recentemente mais aplicados à 

técnicas diagnósticas ainda carecem de devido estudo e conveniente caracterização. Uma das 

moléculas antigênicas de S. schenckii apresenta homologia com a proteína STB2 de S. 

cerevisiae, uma proteína envolvida na formação de um complexo de histona desacetilase, 

apresentando um produto de degradação que apresenta maior especificidade e que têm 

potencial para ser purificado e utilizado numa reação imunoenzimática para fornecer 

resultados mais específicos.  
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Anexo 1 
 

 
 

Artigo publicado no periódico Clinical and Vaccine Immunology, em março de 2007, referente 

à padronização da técnica de ELISA entitulado “Use of mycelial-phase Sporothrix schenckii 

exoantigens in an enzyme-linked immunosorbent assay for diagnosis of sporotrichosis by 

antibody detection.” 
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Anexo 2 
 

 
 

Artigo publicado no periódico Clinical and Vaccine Immunology, em setembro de 2007, 

referente a análise de classes de imunoglobulinas em soro de pacientes com esporotricose 

entitulado “Immunoglobulins G, M, and A against Sporothrix schenckii exoantigens in 

patients with Sporotrichosis before and during treatment with itraconazole.” 
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