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INTRODUCAO

O uso de marcadores fluorescentes para o monitoramento de tratamentos terapéuticos possibilita a visualizacao de processos infecciosos In Vivo,
alem de permitir determinacoes quantitativas do patdgeno. Sendo assim, a elaboracao de linhagens fluorescentes de Cryptococcus gattii e Cryptococcus
neoformans nos permite uma melhor avaliacao de potenciais antifiungicos frente a criptococose. A criptococose € uma doenca fungica invasiva causada
pelas espécies patogénicas Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. Mundialmente, afeta aproximadamente, um milhao de individuos por ano,
causando um alto indice de mortalidade. Estas leveduras possuem fatores de viruléncia que propiciam ao microrganismo transpor as defesas do
hospedeiro infectado. Os principais fatores de viruléncia em C. neoformans e C. gattii sGo a presenca de uma capsula polissacaridica, a sintese de
melanina e a habilidade de desenvolvimento a 37°C. Apos a construcao de linhagens fluorescentes € necessario avaliar se a insercao do gene reporter
nao interfere nesses fatores, sendo assim, o0 objetivo desse trabalho € caracterizar os principais fatores de viruléncia de linhagens fluorescentes de
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, possibilitando a utilizacao dessas linhagens na avaliacao antifingica de um composto identificado pelo
NoSso grupo, a plumieridina, um iridoide isolado da planta Allamanda polyantha.

RESULTADOS

1. Construcao de linhagens fluorescentes
de C. gattili e C. neoformans
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Figura 3. As linhagens WT R265, WT H99, R265kat A, R265kat B, R265kat C, R265kat D,
H99kat A e H99kat B foram cultivadas a 30°C por 48 horas em agar niger para o teste de
melanizacao. A melanizacao das linhagens R265kat A, R265kat B, R265kat C, R265kat D se
mostrou similar a da WT R265, da mesma forma que a melanizacao da linhagem H99kat A
fol similar a da WT H99.

Figura 1. Emissao da fluorescéncia detectada pelo software Living Image 3.1 no
equipamento Ivis Lumina. As linhagens fluorescentes R265 de C. gattii (A) e H99 de C.
neoformans (B) expressam constitutivamente o gene reporter Katushka. Os parametros
utilizados no software Living Image 3.1 sao f/stop: 4, binning: 4 e 2 segundos de exposicao
para a deteccao da célula.

2. Andlise dos principais fatores de viruléncia 2.3 Formacao da capsula polissacaridica
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Figura 4. A Producéo da céapsula polissacaridica foi realizada a partir do cultivo das
R265kat B linhagens WT H99, WT R265, H99kat A, R265kat A, R265kat B, R265kat C e R265kat D em
meio indutor de capsula, apos foi realizada a analise da medida célula/capsula de 100
R265kat C células distintas de cada cultivo. A dimensdo capsular da linhagem H99kat A e similar a
linhagem WT H99, assim como a dimensédo das capsulas da R265kat B, R265kat C e
R265kat D R265kat D s&o similares a da linhagem WT R265. A linhagem R265kat A apresentou

diferenca significativa no tamanho da capsula quando comparada a WT R265. * p < 0.05.

Figura 2. As linhagens fluorescentes H99kat A, H99kat B, R265kat A, R265kat B, R265kat C
e R265kat D e as linhagens selvagens H99 e R265, foram cultivadas a 30°C em YPD por 48
horas. ApdOs foram realizadas diluicbes seriadas em placas com YPD solido. Estas placas
foram incubadas a 37°C por 48 horas. O crescimento a 37°C das linhagens R265kat A,

CONCLUSAO
No presente trabalho os principais determinantes de viruléncia

R265kat B, R265kat C e R265kat D se mostrou similar ao da WT R265; assim como o
crescimento da H99kat A foi semelhante ao da WT H99. Entretanto, a linhagem H99kat B
apresentou crescimento distinto da linhagem WT H99.
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das linhagens fluorescentes de C. gattii e C. neoformans foram
avallados e comparados com as linhagens selvagens R265 e
H99. De acordo com os resultados, as linhagens transformadas
gue apresentaram o0s principais fatores de viruléncia similares
as linhagens selvagens sao H99kat A, R265kat B, R265Kat C,
R265kat D. A emissao da fluorescéncia das linhagens
fluorescentes de C. gattii sera considerada para determinar qual
linhagem sera utilizada nos testes in vivo.
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