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INTRODUCAO

Uma importante patologia de etiologia fungica é a criptococosel, ocasionada pelas leveduras Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.
Recentemente, foi mostrado por nosso grupo que o adequado metabolismo de zinco em C. gattii € fundamental para o seu potencial infectivo2. As
proteinas codificadas pelos genes ZIP1 e ZIP2, transportadoras deste metal, participam ativamente no desenvolvimento de C. gattii em condicOes de
privacao de zinco, ocasionada pela adicao do quelante de baixa afinidade BPDS. Neste contexto, a expressao destes transportadores pode ser regulada
gquando celulas de C. gattii sdo submetidas ao cultivo de privacdo de metais. Frente ao papel essencial do zinco, torna-se necessario 0 maior
conhecimento do metabolismo desse metal. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a modulacado da homeostase do metal zinco em C. gattii,
pela caracterizacao funcional de genes transportadores deste metal.

METODOLOGIA E RESULTADOS

Este trabalho foi realizado utilizando mutantes nulos de C. gattii para os Um aumento dos niveis relativos de transcrito foi detectado quando as células
transportadores de zinco da familia ZIP codificados pelos genes ZIP1 e foram cultivadas na condicao de privagao de zinco para os genes ZIP1
ZIP2, assim como o mutante duplo para os genes ZIP1 e ZIP2 3, (p<0,05) (Fig. 2A), ZIP2 (p<0,01) (Fig. 2B) e ZIP3 (p<0,001) (Fig. 2C) em
relacdo a condicao controle. Os niveis de expressdo de ZIP1 mostraram
Para avaliar se estas linhagens apresentavam menores quantidades de reducéo significativa quando adicionado ZnCl, ao meio contendo quelante
zinco intracelular, realizamos ensaios empregando o agente ditizona, DTPA (p<0,05), assim como quando adicionado FeCl; (Fig. 2A). A adicéo de
capaz de corar as colonias fungicas de vermelho de acordo com a 400 pM de ZnCl, ou FeCl; no cultivo nao alterou de forma significativa 0s
quantidade de zinco nas células. As células da linhagem R265 WT, niveis relativos de transcrito em relacédo a condi¢ao controle, confirmando que
mutantes e mutantes complementados, foram cultivadas em meio YNB, esta diminuicao decorrente da adicdo de metais no meio de cultivo contendo
YNB com adicédo de 100 uM de quelante DTPA e YNB com adicdo de 100 quelante DTPA é devido a disponibilidade do metal e ndao a saturacéo do
UM de ZnCl, e colocadas posteriormente em contato com o0 agente quelante.
ditizona. Fol observada coloracao em todas as linhagens quando
cultivadas em meio YNB com adicao de ZnCl,, ao passo que esta 1000- B
coloracao fol ausente no cultivo em YNB+DTPA. O cultivo em YNB levou 100-
a formacao de coloracao vermelha apenas nas linhagens WT, mutante
para 0 gene ZIP2 (zip24), assim como para 0S mutantes
complementados dos genes ZIP2 e ZIP1, confirmando que mutantes
para o gene ZIP1 possuem menores concentracdoes intracelulares de
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Figura 1. Mutantes do gene ZIP1 apresentam menores nives intracelulares de
zinco. Analise pelo método de ditizona das concentracfes intracelulares de zinco
nas linhagens cultivadas em YNB, YNB acrescido de DTPA (100 uM) ou YNB
acrescido de zinco (100 puM). 044
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Para analisar se a expressao dos genes ZIPl, ZIP2 e ZIP3 sao s
Influenciadas pela disponibilidade ou privacao de zinco e se a expressao
de algum desses genes responde de maneira mais especifica a este
metal, foram realizados ensaios de expressao génica destes genes. Para

tanto foi extraido RNA de cultivos da Iinhagem WT em condi(;c”)es Figura 2: A disponibilidade de metal influencia a expressao dos genes ZIP1, ZIP2 e ZIP3. A
’ expressao dos genes ZIP1 (A), ZIP2 (B) e ZIP3 (C) foi avaliada por PCR tempo real a partir do RNA

controle (me!ONYNB)’ privacao de zinco (adlc;ao de 100 “M de quelante extraido dos cultivos de C. gattii na condicdo controle (meio YNB), condicdo de privacao de metal
DTPA), condicdes com 100 uM de quelante DTPA suplementado com 400  (com adi¢éo do quelante DTPA) e condigdes de meio com adi¢do do quelante DTPA suplementado

pl\/l de ZnCl, ou 400 IJM de FeCl; e condi(;('ies de YNB suplementado com zinco ou ferro. A guantidade relativa de cada transcrito foi normalizada de acordo com os
valores de Ct obtidos para os transcritos referentes ao gene normalizador Actina. Os resultados

com 409 “M de Zn_CIZ ou 400 IJM de FeCI%' Todas as analises de representam o valor mais ou menos o desvio padrédo de cada condicao realizada em triplicata
expressao foram realizadas empregando Real Time PCR. biolégica e triplicata técnica. Andlise estatistica realizada por Anova.
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