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INTRODUCAO

Criptococcus gattii € uma levedura basidiomicética que, assim como a levedura Cryptococcus neoformans, € um dos agente etiologicos da criptococose. Esta infeccao
pode, alem de afetar o sistema respiratorio, disseminar-se para outros 0rgaos, ocasionando nos casos mais graves meningoencefalite (LIN et al., 2006 ). O zinco é um
micronutriente essencial para essas leveduras, pois além de ser um cofator catalitico e estrutural de muitas proteinas (EIDE, 2009), ele tambéem atua desencadeando o
processo de infeccdo (NOBILE et al., 2009). A baixa disponibilidade de micronutrientes, como ferro, cobre e zinco, no hospedeiro é fundamental para a induzir a
expressao de fatores de viruléncia, como capsula polissacaridica, melanizacdo e crescimento a 37° C (JUNG & KRONSTAD, 2007). Estudos realizados na levedura
modelo Saccharomyces cerevisae, demonstraram a existéncia de uma série de respostas homeostaticas e adaptativas a baixa concentracao de zinco intracelular, entre
elas a que envolve o fator de transcricao Zap 1 (EIDE, 2009). Este fator de transcricao esta envolvido na captacao e estoque intracelular de Zn, alem de ativar genes
envolvidos no mecanismo de resisténcia a estresse oxidativo, ocasionada pela deficiéncia em Zn.

OBJETIVOS

Avaliar o metabolismo de zinco em C. gattii, através da estudos funcionais do fator de transcricdo Zapl.

MATERIAIS E METODOS
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auséncia de zinco; urease (com e sem Zn); sensibilidade a CaCl, 400mM; sensibilidade a Congo Red e a Calcofluor;
sensibilidade a SDS e sensibilidade a Manadiona.

Ensaios enzimaticos: A linhagens R265 e AZapl foram cultivadas em meio LZM por 24h. Os extratos protéicos
foram avaliados quanto a atividade de catalase, peroxidase e SOD, conforme descrito (SANTI et al. 2010). Os dados
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Figura 1. Esquema de knockout do gene Zap1l de C. gattii.
Estao representados o locus gendmico, o vetor de inativacao e

foram normalizados por quantidade de proteina, de acordo com quantificagdo no sistema QuBIT (Invitrogen). os primers utilizados na confeccéo do vetor.

RESULTADOS

As analises feitas, com base nos resultados do PCR, revelaram a inativacdo do gene zap 1 em dois mutantes (Azapl-46 e Azapl-58). Estes mutantes nao revelaram
diferenca significativa do seu fendétipo quando comparados a linhagem selvagem nos seguintes testes: desenvolvimento a 30° e 37° C; formacéo de capsula (Figura 2);
capacidade de desenvolvimento em meio LZM (com e sem Zn); atividade de urease (com e sem Zn); sensibilidade a CaCl, 400mM; sensibilidade a Congo Red (0,1%;
0,25%; 0,5%); sensibilidade a Calcofluor (0,1%; 0,25%; 0,5%); sensibilidade a SDS (0,1%; 0,25%; 0,5%) e sensibilidade a Manadiona (1; 5 e 10 pg/ml). Porem, o mutante
Azapl-46 demonstrou-se sensivel ao peroxido de hidrogénio (0,75 mM), alem de nao melanizar em condicOes favoraveis a melanizacao.
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Figura 2. Teste de formacao de capsula. Células da _ N _ Azap1 46
linhagem selvagem e mutante foram inoculadas em meio Figura 3. Teste de sensibilidade a peroxido de
indutor de capsula e, ap6s 24 h, analisadas quanto ao hidrogénio 0,75 mM. Diluicoes seriadas da linhagem
tamanho da capsula por coloragao com tinta nanquim. A selvagem R265 e a linhagem AZapl 46 foram inoculadas Figura 4. Teste de melanizagdo. Células cultivadas em meio YPD
relagéo entre o tamanho da capsula e o da célula foi em meio YPD contendo peroxido de hidrogenio e foram inoculadas em meio minimo contendo 1 mM L-DOPA e
realizado para 100 células. incubadas por até 48h a 30°C. incubadas por até 120h a 30°C.

Com os resultados obtidos nos testes de sensibilidade ao peroxido de hidrogénio e producdo de melanina, o mutante AZap1-46 foi selecionado para avaliar a atividade
de enzimas associadas ao metabolismo de espécies reativas de oxigénio. Nestes testes foram avaliadas a atividade das enzimas catalase, peroxidase e superéoxido
dismutase. Neste teste ficou evidente a reducdo da atividade da catalase no mutante, revelando a possivel influéncia do fator de transcricdo Zap 1 na atividade desta
enzima (Tabela 1).

CATALASE PEROXIDASE Tabela 1. Ensaios antioxidantes. Valores normalizados da
WT zap1A WT zaplA WT zap1A atividade enzimatica. Meédia de dois experimentos

independentes seguida do desvio padrao.
0.062+0.007 0.008+0.000 0.059+0.002 0.046+0.002 0.296+0.003 0.338+0.053

PERSPECTIVAS

» Construcao da linhagem complementada do mutante AZap1 46;

* Ensaios de viruléncia em modelos ex vivo ( macrofagos) e in vivo (camundongos).
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