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APRESENTAÇÃO

Caro leitor,
As Ciências Biológicas é uma grande área de estudo que diz respeito a todos 

os seres vivos e suas especificidades; mas também faz intersecção com outras áreas, 
como a Educação, a área da Saúde e a Biotecnologia. Nesta obra, “Produção científica 
em Ciências Biológicas 2”, nossa intenção é mostrar ao longo de 18 capítulos o que vem 
sendo produzido neste campo, com trabalhos originais ou de revisão que englobam saúde, 
bioconservação, meio ambiente, pesquisa experimental, Microbiologia, aplicações na 
indústria farmacêutica e Educação.

Trabalho com anticorpos monoclonais para diagnóstico, com antígenos plaquetários, 
ou avaliação de aspectos clínicos e epidemiológicos de doenças como anemia falciforme; 
produção de cosméticos, aplicação de biotecnológica de micro-organismos na indústria, 
conservação ambiental e registro de novas espécies animais; ou avaliação do tema 
saúde e currículo escolar. Estes são alguns dos temas encontrados neste livro e mostram 
a importância da multidisciplinaridade e da interdisciplinaridade dentro das Ciências 
Biológicas. É com certeza uma literatura necessária para estudantes e profissionais. 

Sempre prezando pela qualidade, a Atena Editora possui um corpo editorial formado 
por mestres e doutores formados nas melhores universidades do Brasil, com o objetivo 
de revisar suas obras. Isto garante que um trabalho de alta qualidade chegue até você. 
Esperamos que você tenha uma ótima leitura!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: A paracoccidioidomicose (PCM) 
é uma doença sistêmica causada pelo fungo 
Paracoccidioides brasiliensis e pela nova espécie, 
P. lutzii, ainda pouco investigado. Objetivou-se 
obter IgG monoclonal anti-gp43 de P. brasiliensis 
e analisar sua reatividade com os antígenos de 
P. brasiliensis e de P. lutzii. Inicialmente foi obtida 
IgG anti-gp43 (mAbgp43) por expansão de 
hibridoma produtor de anticorpos monoclonais 
a gp43 e cromatografia de afinidade (proteína 
G). A reatividade de mAbgp43 foi analisada 
por dotblotting utilizando antígenos totais de P. 
brasiliensis (B339)e de P. lutzii (LDR2), como 
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também uma amostra de escarro de paciente com PCM. Foi determinado nível de gp43 
em amostras de urinas de pacientes com PCM por ensaio imunoenzimático de inibição 
(inhELISA) utilizando mAbgp43. O dotblotting demonstrou reatividade intensa de mAbgp43 
com antígenos de P. brasiliensis, mas não com os de P. lutzii. A amostra de escarro mostrou-
se positiva. O inhELISA demonstrou um nível elevado de gp43 em urinas de pacientes 
com PCM em relação ao controle saudável (p<0.05). Conclui-se que mAbgp43 interage 
fortemente com os antígenos de P. brasiliensis e não com os de P. lutzii e que existe potencial 
de se utilizar mAbgp43 para detecção/quantificação de gp43 em amostras de biológicas (tais 
como escarros e urinas). Todavia existe a necessidade de estudos adicionais para infecções 
causadas pelo fungo P. lutzii. 
PALAVRAS-CHAVE: Antígenos, Imunodiagnóstico, ELISA de inibição, Micose.

MONOCLONAL ANTIBODY TO GP43 AND ANALYSIS OF REACTIVITY WITH 
ANTIGENS FROM Paracoccidioides brasiliensis AND P. lutzii IN HUMAN 

PARACOCCIDIOIDOMYCOSIS
ABSTRACT: Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic disease caused by the fungus 
Paracoccidioides brasiliensis and by the new species, P. lutzii, still little investigated. The 
objective was to obtain anti-gp43 monoclonal IgG from P. brasiliensis and analyze its 
reactivity with P. brasiliensis and P. lutzii antigens. Initially, IgG anti-gp43 (mAbgp43) was 
obtained by expanding a hybridoma producing monoclonal antibodies to gp43 and by affinity 
chromatography (protein G). The reactivity of mAbgp43 was analyzed by dot blotting using 
total P. brasiliensis (B339) and P. lutzii (LDR2) antigens, as well as a sputum sample from a 
patient with PCM. The gp43 level was determined in urine samples from PCM patients by 
inhibition enzyme-linked immunosorbent assay (inhELISA) by using mAbgp43. Dot blotting 
showed intense reactivity of mAbgp43 with P. brasiliensis antigens, but not with P. lutzii 
antigens. The sputum sample was positive. inhELISA demonstrated an elevated level of gp43 
in urines of PCM patients compared to healthy control (p<0.05). It is concluded that mAbgp43 
strongly interacts with P. brasiliensis antigens and not with those of P. lutzii and that there is 
potential to use mAbgp43 for detection/quantitation of gp43 in biological samples (such as 
sputum and urine). However, there is a need for additional studies for infections caused by 
the fungus P. lutzii.
KEYWORDS: Antigens, Ammunodiagnosis, Inhibition ELISA, Mycosis.

1 | 	INTRODUÇÃO 
A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica causada por 

microrganismos do gênero Paracoccidioides, que atualmente inclui o P. brasiliensis e a 
nova espécie P. lutzii (TEIXEIRA et al., 2009). A PCM é classificada em PCM infecção e 
PCM doença, estapode se apresentarna forma aguda ou subaguda (ou forma juvenil), forma 
crônica (tipo adulto) ou forma residual (sequelas). A forma crônica pode ser subdividida em 
PCM unifocal ou multifocal conforme o número de locais das lesões (FRANCO et al., 1987). 

A PCM acomete principalmente os pulmões, mas pode afetar diversos órgãos, como 
os linfonodos, as mucosas, a pele, as glândulas adrenais, o sistema nervoso central, etc 
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(MENDES, 1994). Devido a essa ampla gama de manifestações clínicas, a confirmação 
laboratorial é de grande importância no estabelecimento do diagnóstico e acompanhamento. 
Para isso, tem-se utilizado métodos sorológicos de determinação de níveis de anticorpos 
à glicoproteína de 43kDa (gp43) de P. brasiliensis (CAMARGO, 2008). Na forma aguda ou 
na forma crônica da doença há também aumento no nível de gp43, sendo este antígeno 
utilizado como marcador da gravidade da doença (MENDES-GIANNINI et al., 1989). 

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS 
Para obtenção de anticorpos monoclonais, os hibridomas foram cultivados em RPMI 

completo a 37oC em estufa de CO2. Para a obtenção de IgG, a amostra de sobrenadante 
foi passada em coluna de Sepharose-Proteína G e a IgG obtida considerada mAbgp43. 

Foram utilizadas amostras de urinas provenientes do banco do Laboratório de 
Imunologia Aplicada, CCB, UEL, oriundas de pacientes com PCM atendidos no HU/
HC da Universidade Estadual de Londrina e de doadores saudáveis, ambos os grupos 
participantes do projeto de extensão (PROEX/UEL 01785). 

Os antígenos foram obtidos dos fungos P. brasiliensis B339 (S1) e P. lutzii = isolado 
LDR2. Os antígenos totais foram obtidos de cada espécie fúngica utilizando a técnica 
descrita por Camargo et al (1991). O extrato total (macerado) foi obtido por maceração de 
massa fúngica de cada espécie (suspensa em PBS) utilizando gral e nitrogênio líquido (3x). 

Para a realização do dotblotting, uma alíquota de 3 μl de antígeno (macerado e 
escarro) foi pipetado em membrana de nitrocelulose e incubada com mAbgp43 (100μg/ml) 
por 2 h a 37ºC. Em seguida, a membrana foi tratada com IgG anti-mouse conjugado com 
peroxidase. Após lavagens, a reação foi revelada com uma solução TMB.

ELISA de inibição foi realizada como descrito por Marques da Silva et al (2003). 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Os anticorpos monoclonais anti-gp43 (mAbgp43) produzidos foram avaliados por 

dotblotting, sendo positivo para mAbgp43 com CFA de P. brasiliensis B339 (S1). No entanto 
P. lutzii (LDR2) não demonstrou reatividade ou com reatividade extremamente baixa 
(Figura 1). Este resultado possivelmente se deve a maior especificidade de mAbgp43 para 
P. brasiliensis S1 e também pode ser devido àausência de gp43 ou mesmo menor produção 
pelofungoP.lutzii, isolado LDR2.
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Figura 1. Resultado de dotblotting de amostras de antígenos totais provenientes dos fungos P. 
brasiliensis S1 (B339), P. lutzii (LDR2) e de amostra de escarro de paciente com PCM, utilizando 

mAbgp43. Controle negativo (PBS), em duplicata.

Os métodos de determinação quantitativa de antígenos de P. brasiliensis têm sido 
introduzidos para fins de diagnóstico e tratamento da PCM (GOMEZ et al., 1997; SALINA 
et al., 1998; MARQUES DA SILVA et al., 2004). 

Foi realizada análise quantitativa de gp43 em urinas de pacientes com PCM 
por ELISA de inibição. Fez-se a curva padrão plotada da leitura da densidade óptica 
(opticaldensity – O.D.) a 492nm versus a concentração de antígenos gp43, obtendo-se 
R2=0,9989 (Figura 2A). As amostras de urina de pacientes com PCM demonstraram um 
nível significativamente maior que os de doadores saudáveis (Figura 2B). 

Figura 2. ELISA de inibição para a detecção de gp43 de P. brasiliensis na urina .1A. A curva 
padrão plotada da O.D. vs. concentração de antígenos gp43 (R2=0,9989) usada para determinar a 

concentração de gp43 em amostras de urina do paciente. 2B. PCM = pacientes com suspeita e com 
PCM vs. CONTROL = controle negativo (p<0,05). 
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É importante a quantificação de antígenos, sendo que a determinação somente de 
anticorpos pode resultar em falso negativo em casos de pacientes com imunossupressão, 
mas por outro lado um contato prévio com o fungo por um hospedeiro saudável também 
pode resultar em reação positiva. 

4 | 	CONCLUSÃO
Conclui-se que mAbgp43 tem interação forte com os antígenos de P. brasiliensis, 

mas não com antígenos de P. lutzii, e que se pode utilizar mAbgp43 para a detecção de 
gp43 em amostras de escarros ou de quantificação de gp43 em amostras de urinas de 
pacientes com PCM. Todavia, os resultados sugerem estudos adicionais para infecções 
causadas pelo fungo P. lutzii. 
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