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Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans sao leveduras basidiomicéticas causadoras da criptococose, doenca que pode ser adquirida
pela via respiratoria, tornando-se sistémica, podendo atingir o sistema nervoso central . Para
tanto, as proteinas da parede celular estao envolvidas na adesao ao epitélio pulmonar bem como a capsula polissacaridica, ja descrita como

um fator de viruléncia envolvido na interacao patégeno-hospedeiro

, podem desempenhar funcdes

essenciais na colonizacao do trato respiratorio. Sendo assim, este estudo tem como objetivos identificar as proteinas de parede celular de

C. neoformans e C. gattii envolvidas na adesao ao epitélio pulmonar.

Partindo de resultados preliminares, ja realizados neste
projeto, tais como taxa de adesao de células leveduriformes ao
epitélio pulmonar, desenvolvimento da capsula durante co-cultivo
com as ceélulas pulmonares e padronizacao e avaliacao da
viabilidade das células leveduriformes apos digestao triptica,
damos seguimento aos estudos protedmicos de Cryptococcus sp.

Proteinas identificadas por Espectrometria de Massas (Q-TOF).
As células de C. neoformans (linhagens selvagem B3501A e

mutante acapsular CAP67) e C. gattii, R265, foram tratadas
diretamente com tripsina, com incubacao de 5min. Os peptideos
obtidos foram dessalinizados (Sistema OasisHLB-Waters) e
analisados por Espectrometria de Massas (Q-TOF).

Crytococcus gattii (R265) 93 proteinas 68 proteinas
C. neoformans (B3501A) 143 proteinas 67 proteinas
C. neoformans (CAP67) 100 proteinas 55 proteinas

Tabela 1. Proteinas Identificadas por Espectrometria de Massas apés
digestao triptica direta. A andlise da espectrometria de massas, de amostras
em triplicata biologica e duplicata técnica, foram realizada pelo programa
Mascot. Somente proteinas presentes em no minimo quatro analises foram
consideradas.

Quantificacao Relativa entre as proteinas identificadas de C. neo-
formans pelo método RIBAR e xRIBAR.

Utilizamos um novo método descrito por Colaert, N. et al, que utiliza
informacodes de algoritmos provenientes das informacdes obtidas
por Espectrometria de Massas para realizar a comparacao ao CAP67.
A partir das informacoes obtidas, demostradas no Grafico 1, analisa-
mos as proteinas conforme descrito nos proximos resultados.
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Figura 2. Presenca de Peptideo Sinal. Grdfico das proteinas diferentemente

expressas em B3501A (valores positivos) em relagdo a CAP67 (valores

negativos).

Avaliacao da presenca de peptideo sinal das proteinas de

C. neformans.

A fim de mensurar a presenca de peptideo sinal, as sequéncias das

proteinas identificadas pelo programa Mascot, foram analisadas

pelo banco de dados do servidor SignalP. (Utilizando-se a listagem

gue segue o critério de quantificacao relativa RIBAR e xRIBAR das

proteinas das linhagens B3501A e CAP67).
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B3501A 80 proteinas 7 proteinas
CAP67 47 proteinas 4 proteinas

Figura 2. Presenca de Peptideo Sinal. Quantificagcdo quanto a peptideo sinal
sendo considerado a presenca de no minimo um valor de score do servidor
SignalP (scores C, S and Y).

Classificagao Funcional das proteinas identificadas conforme a
presenca de dominios conservados.

Com o intuito de classificar as proteinas de acordo com a sua
Funcao Celular (a partir da listagem RIBAR e xRIBAR), foram
categorizadas conforme o banco de dados de Dominios
Com-servados NCBI. A confirmacao desta classificacao, foi realizada
pelo BLASTp das sequéncias contra o banco de dados do Gene
Ontology. Dessa forma, obtivemos a classificacao representada pelo

Grafico 2. Classificacao de Proteinas por Fung¢ao Celular
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Grafico 1. Classificacao Funcional de Proteinas conforme Dominios
Conservados. Representacdo geral das proteinas de C. neoformans. A
proporcdo da classificagdo da linhagem B3501A e o mutante acapsular
CAP67, segue o mesmo padréo demonstrado neste perfil geral.

Homologia entre as proteinas identificadas por Espectrometria
de Massas de C. gattii e C. neoformans.

A partir da identificacao das proteinas, mostradas na Tabela 1
deste trabalho, realizamos uma procura nos bancos de dados nos
quais o proteoma predito de C. gattii e C. neoformans estao
depositados, (respectivamente Broad Institute e NCBI) a com o
objetivo de analisar as proteinas ortologas entre as espécies de
Cryptococcus. Os valores estao demonstrados no diagrama 1.
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Diagrama 1.Proteinas identificadas em C. gatiii com homologia para C.

neoformans. Através do codigo das proteinas obtido pelo programa Mascot,
as sequéncias foram comparadas por BLASTp.

*Finalizacao da Analise de homologia entre as proteinas
identificadas.

*Finalizacao da identificacao das proteinas de superficie marcadas
com Biotina e purificadas por coluna de Avidina (Termo Scientific)
*Confirmacao da identidade das proteinas de superficie por
métodos alternativos de isolamento de proteinas.

*Construcao do mutante acapsular para Cryptococcus gattii.



