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Introducao

A criptococose € uma infeccao fungica de alta importancia clinica, frequentemente manifestada como pneumonia, podendo ou nao ser associada a
meningoencefalite. Dentre os agentes etiologicos causadores desta doenca, pode-se destacar a levedura Cryptococcus gattii por possuir maior
incidéncia de infecgao em pacientes imunocompetentes quando comparada a Cryptococcus neoformans. Dentre os fatores de viruléncia que levam ao
sucesso na infeccao, ha expressdo de uma capsula polissacaridica capaz de modular o sistema imunoldogico do hospedeiro. Cerca de 1% da
composicao desta capsula € constituida por manoproteinas, as quais possuem a capacidade de induzir resposta imune mediada por células T em
modelo murino de infeccao. Considerando o exposto, este trabalho tem como objetivo a produgcao de uma manoproteina de C. gattii através da
expressao heterologa em E. coli, purificagcao e posterior avaliacao de seu potencial terapéutico em modelo murino de criptococose.

Resultados

Através de analise in silico do genoma de C. gattii, evidenciou-se a A purificagao da manoproteina recombinante € realizada em uma
presengca de uma proteina hipotética conservada, com massa molecular  coluna de afinidade a cobalto (IMAC) (Figura 3).
predita de 43 kDa, codificada pelo gene CNBG4278. Essa proteina possui
todas as caracteristicas essenciais de uma manoproteina: uma regiao rica
Nnos aminoacidos serina e treonina, em que as manoses sao adicionadas;
um dominio C terminal de ancoramento a GPIl e uma regiao na porcao N
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terminal onde se localiza um peptideo sinal para secrecao. - =

Com finalidade de expressar CNBG4278 em E. coli BL21 (DE3) - -

pLysS, a regiao codificante da manoproteina foi amplificada por PCR e L 50kDa

clonada no vetor de expressao pET23D(+) (Figura 1A). A confirmacgao da -
i

clonagem foi realizada a partir da clivagem do vetor recombinante
PET23D CNBG4278 com as enzimas de restricao BamHI (Figura 1B) e
Ncol (Figura 1C).

Figura 3. SDS-PAGE de aliquotas da fracao soluvel do lisado celular purificadas
por coluna de afinidade a cobalto. Oh-3h: fracbes soluveis de 0 h a 3 h de inducao; Lis:

(A) T M G (B) (C) lisado celular; NR: fragdo ndo retida pela coluna; W1-W4: fragdes do tampao de lavagem
= RBS da coluna; E1-E3: fracbes do tampao de eluicdo com concentracdo de imidazol 250 mM;
/‘?};’j O " E4-E6: fracbes do tampao de eluicdo com concentragdo de imidazol 500 mM. M:
// e erminator ”ff;;,g 7 marcador de massa molecular de proteinas (BenchMark — Invitrogen);
e 3 kb -
5kb Para testar a imunogenicidade da manoproteina recombinante, foi
realizado um Western blot utilizando pool de soros de pacientes
pET-23d(+) . .
3663 bp i infectados com Cryptococcus sp. (Figura 4).
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Figura 1. Mapa do vetor de expressao pET23D+ e confirmacao da clonagem. 50 kDa - 1
(A) Vetor pET23D+ utilizado para a expressao de CNBG427/8 em E. coli. (B) — W |
Clivagem do vetor recombinante pET23D+ CNBG4278 com BamHlI, que lineariza o p— IR — .

vetor. (C) Clivagem de pET23D+ CNBG4278 com Ncol. Tamanho predito dos
fragmentos: 1054 pb e 3678 pb. M, marcador de tamanho molecular de 1 kb plus
DNA ladder, indicado em pares de base. (B)

A inducao da expressao € realizada com a adicao de 20 g/L de lactose

ao meio de cultivo. A manoproteina recombinante se encontra tanto na
porcao de proteinas soluvel quanto insoluvel (Figura 2) 50 kDa
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Figura 4. SDS-PAGE espelho e Western blot utilizando pool de soros de pacientes
infectados com Cryptococcus sp. (A) SDS-PAGE do E1.1-E1.8: E1 em diluigcao
seriada de 1,88ug a 0,24 ug; M: marcador de massa molecular de proteinas (BenchMark
— Invitrogen); (B) Western blot utilizando pool de soro de pacientes infectados com
Cryptococcus sp.

Perspectivas

. _ . _ ] « Gel filtragao da fragao semi-purificada em coluna High Load 16/60
Figura 2. SDS-PAGE das fragoes soluveis e insoluveis do lisado celular apoés

inducéo da expressao com 20 g/L de lactose. SO-S3: fracOes soluveis de 0 h a 3 h de Superdex 200 Prep grade;

indugao; M: marcador de massa molecular de proteinas (BenchMark — Invitrogen): 10-13:  * Produgao de .antICF)rpOE; pollclopals em Coel_hO; |
fracdes insoltveis de 0 h a 3 h de inducao; « TJestes de imunizacao passiva e curativa em modelo murino de

criptococose.
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