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Solicitacdo de autorizacdo de pesquisa em Unidades de Conservacao do Parana

Unidade de Conservacao: Parque Estadual Mata S&o Francisco, PE do Cerrado e PE
Vale do Codo.

O presente processo visa analisar e, caso viavel, emitir autorizagcdo de pesquisa
para o projeto denominado “Aplicacdes de nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas com anticorpos na captura do agente etioldégico e diagndstico da
Paracoccidioidomicose”.

Objetivo Geral:

¢ Desenvolver uma metodologia para o isolamento do fungo Paracoccidioides
brasiliensis do solo e de um teste de dot-blotting para o diagndstico da PCM,
com o uso de nanoparticulas magnéticas produzidas biologicamente e
acopladas a anticorpos.

Objetivos Especificos:

¢ |solar fungos filamentosos capazes de produzir nanoparticulas magnéticas.

e Obter anticorpos monoclonais contra gp70 e gp43 de P. brasiliensis.

¢ Obter anticorpos policlonais contra os antigenos do fungo P. brasiliensis.

e Sintetizar as NPMs de Oxido de ferro funcionalizadas com quitosana e
anticorpos.

e Caracterizar as NPMs funcionalizadas.

e Padronizar uma metodologia de isolamento do fungo P. brasiliensis de
amostras de solo inoculadas previamente com o fungo P. brasiliensis.

e Padronizar um teste de dot-blotting para deteccdo dos antigenos gp43 e
gp70 de amostras de soro e urina previamente inoculadas com os antigenos
e testar amostras de banco biologico da UEL.

Metodologia

» Isolamento de fungos filamentosos
Serdo colhidas amostras de solo e a cada 10 g sera adicionado 20 ml de agua
destilada estéril. Apos leve agitacdo sera colhido 1 ml da mistura que sera
transferida para placas de petri com agar sabouraud e ficara em incubacao por 5
dias. As culturas obtidas serdo purificadas mediante repiques sucessivos em agar
sabouraud contendo antibiotico.
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» Selecédo de fungos filamentosos produtores de nanoparticulas magnéticas
Serad realizada a coleta dos esporos produzidos pelos fungos isolados e
transferidos para frascos contendo 25mL de meio liquido (20% sacarose, 5%
extrato de levedura) para cultivo em meio liquido.Ap6s 5 dias sera realizada a
centrifugagdo da 5 ml massa fungica e misturada a 5 ml L de solugcdo de
FeS04.7H20 (10mM) para cada amostra isolada com incubacdo por 48 horas a
temperatura de 37 °C.

» Identificacdo do Fungo Isolado
O fungo filamentoso isolado e purificado produtor de nanoparticula magnética sera
identificado.

» Obtencéo do antigeno cell free (CFA)
O fungo P. brasiliensis B-339 sera cultivado em meio agar Sabouraud a 35° C,
sendo repicado a cada 5 dias. Seré realizada a medicdo da concentracdo proteica
por método espectrofotométrico e armazenado a temperatura de -18°C.

» Obtencédo de antigenos
Serao obtidos anticorpos secretados pelo fungo (exoantigeno= ExoAg) e antigeno
total obtido por maceracéo e sonicacgao.

» Obtencéo de anticorpos monoclonais anti-gp 70 e anti-gp 43
A caracterizacdo dos anticorpos obtidos sera feita por andlise de western-blotting
utilizando o antigeno CFA.

» Obtencédo dos anticorpos policlonais contra ExoAg e contra antigenos totais
de P. Brasiliensis
Carneiros adultos serdo imunizados por via subcutdnea em um intervalo de 15
dias, com a primeira imunizagdo com uma mistura de antigeno soluveis liberados
pelo fungo - denominado de exoantigeno (ExoAg). Apds a avaliacdo do nivel de
anticorpo produzido sera feita a coleta de sangue em frasco a vacuo acoplado ao
sistema de coleta de sangue humano. A partir de soros obtidos, 0s mesmos serao
fracionados em coluna de sepharose proteina G para obtencdo de IgG anti- P.
brasiliensis que serdo armazenados no freezer -80C até o momento de uso.

» Sintese das NPMs e funcionalizagdo com quitosana
As nanoparticulas magnéticas seréo centrifugadas por 3 vezes com agua destilada.
As nanoparticulas formadas serdo capturadas com um ima de neodimio e lavadas
com etanol na concentracdo de 70% até o pH neutro e realizada a secagem em
forno a 450 C.
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» Acoplamento dos anticorpos as NPMs funcionalizadas com quitosana
Os anticorpos néo ligados serdo lavados com tampdo PBS por 3 vezes. A
confirmacdo do acoplamento dos anticorpos sera feita com base em teste de
ELISA.

Considerando que a pesquisa pode ajudar na divulgacdo da importancia de
preservacao das unidades de conservacdo, como fontes de biodiversidade com interesse
econdmico.

Considerando que pesquisa pode ajudar a detectar o fungo na natureza e levar a
uma melhor compreensdo de seu habitat, ressaltando a importancia na prevencao da
infeccdo por parte de trabalhadores em areas rurais.

Considerando que os resultados de identificacdo dos fungos das regides poderao
contribuir para a producao de antigenos mais especificos para o estado do Parana.

Sendo assim entende-se ndo haver 6bices a realizacdo da pesquisa no Parque Estadul

Mata Sao Francisco.

Suzete de Fatima Kiatkoski Rauen
Engenheira Agronoma

Jean Alex dos Santos
Gerente de Areas Protegidas
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Documento: INF_DUC_28.25.pdf.

Assinatura Avancada realizada por: Jean Alex dos Santos (XXX.176.788-XX) em 14/08/2025 09:20 Local: IAT/DIPAN/GEAP/DUC.

Assinatura Simples realizada por: Suzete de Fatima Kiatkoski Rauen (XXX.225.739-XX) em 13/08/2025 14:06 Local: IAT/DIPAN/GEAP/DUC.

Inserido ao protocolo 24.445.047-4 por: Suzete de Fatima Kiatkoski Rauen em: 13/08/2025 14:06.
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