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Expressao heterologa de manoproteina recombinante de Cryptococcus gattii em
Escherichia coli.

Heryk Motta de Souza*, Charley Christian Staats; Centro de Biotecnologia — UFRGS

Criptococose é uma infeccdo fungica de alta importancia clinica frequentemente manifestada
como pneumonia, podendo ou ndo ser associada a meningoencefalite e levar o paciente ao
Obito. Dentre os agentes etiologicos causadores desta doenca, a levedura Cryptococcus gattii
possui maior incidéncia de infeccdo em pacientes imunocompetentes, quando comparada a
Cryptococcus neoformans. Acreditava-se que sua distribuicdo geogréafica era limitada as
regides tropicais e subtropicais, porém, na ultima década, C. gattii foi isolado em diversas
regides de clima temperado, incluindo paises da Europa, além de ter sido responsavel por um
surto de infeccdo na ilha de Vancouver, Canada. O sucesso da infeccdo por C. gattii é devido
a producdo de inumeros fatores de viruléncia, dentre eles a expressdo de uma capsula
polissacaridica capaz de modular a responsta imune do hospedeiro. Cerca de 1% da
composic¢do desta capsula é constituida por manoproteinas, as quais possuem a capacidade de
induzir resposta imune mediada por células T durante infeccdo em modelo murino.
Considerando o exposto, este trabalho tem por objetivo avaliar o potencial imunoterapéutico
de uma manoproteina de C. gattii através da expressao heterdloga da mesma em Escherichia
coli. A anélise in silico do genoma de C. gattii evidenciou a presenca de uma manoproteina,
anotada como proteina hipotética, com massa predita de 43 kDa a qual é codificada pelo gene
CNBG4278. Ela possui todas as caracteristicas essenciais de uma manoproteina: uma regiao
rica nos aminoacidos serina e treonina, em que as manoses sdo adicionadas; um dominio C
terminal de ancoramento a GPI e uma regido na porcdo N terminal onde se localiza um
peptideo sinal para secrecdo. Com o intuido de expressar CNBG4278 em E.coli, foi realizada
a amplificacdo da regido codificadora do gene a partir do cDNA de C. gattii e a clonagem no
vetor pET23D, cuja expressao é induzida por IPTG ou lactose. A expressdao da manoproteina
CNBG4278 foi realizada em E.coli linhagem BL21(DE3)pLysS. A manoproteina
recombinantefoi purificada utilizando coluna de afinidade a cobalto, utilizando tampdes de
eluicdo com diferentes concentragdes de imidazol. As fragdes parcialmente purificadas foram
analisadas através de eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Realizou-se, também,
analise por espectrometria de massas da banda obtida em SDS-PAGE para confirmacdo da
expressao da proteina recombinante. Além disto, foi realizado ensaio de Western blot
utilizando soro de pacientes diagnosticados com criptococose, o qual confirmou a
imunogenicidade de CNBG4278. Apos producdo e purificagdo em maior quantidade da
manoproteina recombinante, serdo realizados testes para avaliar o potencial imunoterapéutico
da mesma em modelo murino de criptococose.



