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RESUMO

Criptococose é uma infeccao fungica de alta importancia clinica frequentemente manifestada como pneumonia, podendo estar associada a meningoencefalite e levar o paciente ao

Obito. Dentre os agentes etiologicos causadores desta doenca, a levedura Cryptococcus gattii possui maior incidéncia de infeccao em pacientes imunocompetentes, quando comparada a

Cryptococcus neoformans. Acreditava-se que a distribuicdo geografica de C. gattii era limitada as regioes tropicais e subtropicais, porém, na ultima década, diferentes linhagens de C.

gattii foram isoladas em regides de clima temperado, incluindo paises da Europa e América. O sucesso da infeccdo por essa levedura é devido a producéo de inumeros fatores de

viruléncia como, por exemplo, a sintese de uma capsula polissacaridica, capacidade de formar biofilme, sintese de melanina e crescimento a 37 °C. Heat Shock Proteins (Hsp) ja foram

descritas por atuarem de forma a influenciar esses fatores de viruléncia. Em Candida albicans, constatou-se a influéncia das Hsps na formacao de biofilme e resisténcia a drogas

antifungicas. Em C. neoformans, Hsps atuam diretamente na viruléncia devido o aumento de expressao de diferentes proteinas dessa classe (Hspl12, Hsp60, Hsp70 e Hsp90) em modelo

murino de criptococose e também na sinalizacao celular em resposta a diferentes estresses. Considerando o exposto, este trabalho tem por objetivo selecionar e caracterizar

funcionalmente um gene potencialmente importante para a fisiologia celular e viruléncia de C. gattii.

RESULTADOS

Dados anteriores do grupo estao relacionados a analise de RNAseq obtido de lavado
broncoalveolar de camundongos da linhagem BALB/c infectados por C. gattii linhagem
R265. Dois genes, dentre os mais expressos a partir do calculo de FPKM, foram
selecionados, sendo estes 0os genes CNBG_2441 e CNBG_5006. O gene CNBG_2441
codifica uma pequena Hsp putativa (small Hsp), enquanto CNBG_5006 codifica uma
proteina de sinalizacao relacionada a resposta a situacdes de estresse. Com a finalidade
de selecionar o gene alvo deste estudo, foi feita a avaliacdo da expressao relativa dos
mesmos nas condicdes de choque térmico, interacdo com macrofagos J774A.1 e
exposicao a concentracao sub-inibitéria de fluconazol.
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Figura 1. Expressao relativa dos genes CNBG 2441 e CNBG_5006 de C. gattii em condicao de choque
térmico durante 10, 20 e 40 minutos. (A, B e C) Expresséo relativa do gene CNBG_2441 durante choque térmico
de 10, 20 e 40 minutos respectivamente, sendo que em quarenta minutos ha aumento significativo de sua
expressado. Teste t, P<0,05. (D, E e F) Expressao relativa do gene CNBG_5006 durante choque térmico de 10, 20 e
40 minutos, sendo que CNBG_5006 apresenta maior expressao durante os tempos de 10 e 40 minutos. Teste t,

P<0,05.
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Figura 2. Expressao relativa dos genes CNBG_2441 e CNBG_5006 de C. gattii em condicao de interacdo com
macrofagos da linhagem J774A.1. (A) Niveis de expressao relativa do gene CNBG_2441 (B) Niveis de expressao
relativa do gene CNBG_5006 que apresenta reducdo em sua expressao quando comparado com o controle. Teste t,
P<0,05.

PERSPECTIVAS
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Figura 3. Expresséo relativa dos genes CNBG_2441 e CNBG_5006 de C. gattii em concentracdo sub-
inibitoria de fluconazol. (A) A expresséo relativa do gene CNBG_ 2441 é significativamente menor na presenca de
concentracdo sub-inibitoria comparado com o controle. (B) A expressdo relativa do gene CNBG 5006 é
significativamente menor na presenca de concentracdo sub-inibitéria comparado com o controle assim como
CNBG_2441. Teste t, P<0,05.

Considerando os resultados expostos e frisando a tendéncia de aumento na
expressao de CNBG_ 2441 em condicao de interacao com macrofagos J774A1,
optou-se por dar continuidade ao projeto utilizando-o como gene alvo para
analise funcional a partir da construcao de um mutante nulo para o mesmo. O
vetor de delecao foi construido atraves da clonagem das regibes 5" e 3’ do gene
no vetor pPDONR_NAT com marca de resisténcia a nourseotricina. A construcao
do vetor foi confirmada por padrao de clivagem com enzimas de restricao e
células de C. gattii foram transformadas por técnica de biolistica.
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Figura 4. Mapa do vetor de delegcdo de CNBG_2441 e confirmagéo da construcdo do vetor. (A) Vetor expressao
pDONORNAT_ACNBG_2441. (B) Confirmacédo da contru¢do do vetor atraves da clivagem com Sacl, que lineariza o
vetor gerando um fragmento de 6.183 pb e com Hindlll gerando dois fragmentos de 5,338 e 845 pb
consecutivamente. 1, clivagem com Hindlll; M, marcador de tamanho molecular de 1 kb plus DNA ladder; 2,
Linearizagc&do com Sacl;

APOIO FINANCEIRO

« Confirmacao do mutante nulo;
« Construcéo de linhagem complementada;
« Ensaios de avaliacéo fenotipica das linhagens nula e complementada.
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