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Constru¢dao de mutante de superexpressdo para avaliagdo funcional do gene CNBG4278 de
Cryptococcus gattii

Carolina Bettker Vasconcelos', Charley Christian Staats'.

! Centro de Biotecnologia - Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil.

As leveduras encapsuladas Cryptococcus gattii € Cryptococcus neoformans sao 0s
principais agentes etiologicos da criptococose. Estimativas apontam um milhdo de casos
anuais de infec¢do por Cryptococcus no mundo, gerando 620 mil mortes anualmente. A
infeccdo ¢ causada principalmente por C. neoformans, atingindo preferencialmente pacientes
imunocomprometidos. No entanto, também ha incidéncia marcante em pacientes
imunocompetentes, principalmente pela a¢ao de C. gattii. Devido a alta toxicidade dos atuais
tratamentos anfitiingicos € ao aumento do numero de cepas resistentes, estudos que visam
gerar inovagdes na area de estratégias imunoterapéuticas para o tratamento da criptococose
sdo de grande relevancia. As manoproteinas correspondem a aproximadamente 1% da
composicao da capsula de Cryptococcus e sdao extremamente imunogénicas. Considerando
que estas proteinas sdo capazes de induzir resposta imune mediada por células T, sua
utilizacdo no desenvolvimento de novas terapias contra a criptococose ¢ promissora. No
entanto, atualmente ndo existem relatos na literatura sobre manoproteinas de C. gattii. Este
fato, aliado ao aumento da expressdo do gene CNBG4278, o qual codifica uma manoproteina,
em situagdes de interagdo com o hospedeiro, sugere que este gene pode ser um interessante
alvo de estudo. Sendo assim, este trabalho objetivou construir linhagens de superexpressao
deste gene para sua caracterizagdo funcional. Para tanto, foi realizada a constru¢dao de
mutantes de superexpressdo de CNBG4278 em um mutante nulo para este gene. Trés
linhagens foram selecionadas (cnbg4278A-PsCNBG4278 19, 39 e 62) e submetidas a testes
fenotipicos, juntamente com as linhagens mutante cnbg4278A e complementada
cnbg4278A::CNBG4278. Os resultados demonstraram que CNBG4278 ndo interfere nos
mecanismos de termotolerancia ou tolerancia a estresse osmotico. No entanto, sua delegao
causou danos que levaram a manifestacdo de um fendtipo mucoide da coldnia, o qual ndo foi
revertido em duas linhagens de superexpressdo cnbg4278A-Py3sCNBG4278 19 e 62. Os danos
causados podem estar relacionados a estabilidade da parede celular, ja que estas linhagens sdo
hipersensiveis a Congo Red (400 mg/mL). Os resultados também demonstraram que as
linhagens estudadas apresentam um padrdo diferenciado de produgdo de melanina. A sintese
de capsula polissacaridica e atividade de fosfolipase ndo foram alteradas. A atividade de
urease de todas as linhagens foi negativa. No ensaio de sobrevivéncia em macrofagos,
leveduras cnbg4278A foram menos fagocitadas em um tempo curto de interacdo, mas o nivel
de fagocitose foi igualado ao da linhagem selvagem R265 apds 24 horas. Desta forma,
conclui-se que a proteina codificada pelo gene CNBG4278 pode estar envolvida na estrutura
da parede celular, podendo influenciar a expressao de fatores de viruléncia em C. gattii.



