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O uso de marcadores fluorescentes para o monitoramento de tratamentos
terapéuticos possibilita a visualizacdo de processos infecciosos in vivo, além de permitir
determinacBes quantitativas do patégeno. Sendo assim, a construgdo de linhagens
fluorescentes de Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans nos permite uma melhor
avaliacdo de potenciais antifungicos para tratamento da criptococose em modelos
murinos in vivo. A criptococose é uma doenca fungica invasiva causada pelas espécies
patogénicas C. neoformans e C. gattii. Mundialmente, afeta aproximadamente, um
milhdo de individuos por ano, gerando um alto indice de mortalidade. Entretanto, o
tratamento atual com antifungicos tem demonstrado algumas limitagbes relativas a
toxicidade e resisténcia, logo, a busca por farmacos mais eficientes se faz necessaria. O
objetivo desse trabalho é caracterizar os principais fatores de viruléncia de linhagens
fluorescentes de C. neoformans e C. gattii, possibilitando a utilizacdo dessas linhagens na
avaliacdo antifangica de um composto identificado pelo nosso grupo, a plumieridina, um
iridéide isolado da planta Allamanda polyantha. Foram construidas linhagens
fluorescentes de C. neoformans (H99), e C. gattii (R265), expressando constitutivamente
o marcador de fluorescéncia TurboFP635. A verificacdo dos niveis de emissdo de
fluorescéncia das linhagens construidas foi determinada no equipamento IVIS LUMINA.
Apos confirmada a fluorescéncia, os principais fatores de viruléncia (melanizacao,
producdo de capsula polissacaridica e crescimento a 37°C) foram analisados para
verificar se esses determinantes de viruléncia ndo estavam alterados em comparagdo com
as linhagens selvagens. Para a avaliacdo da producdo de melanina as linhagens
fluorescentes e selvagens foram inoculadas em meio minimo com L-DOPA e incubadas
a 30°C por 48 horas. A habilidade de crescimento a 37°C das linhagens foi realizada em
meio YPD e incubacdo por 48 horas. Para a analise da formacéo de capsula foi realizado
um cultivo em meio YPD por 18 horas e posteriormente 1x108 células deste cultivo foram
inoculadas em meio RPMI e incubadas por 48 horas a 37°C na presenca de 5% de CO..
Tinta da india foi utilizada para preparar as laminas para visualizacdo das células por
microscopia optica. Os fatores fenotipicos observados nas linhagens fluorescentes foram
semelhantes aos observados nas linhagens selvagens. A viruléncia das linhagens
fluorescentes também foi avaliada in vivo. Camundongos infectados com a linhagem
fluorescente H99 apresentaram a curva de mortalidade semelhante aos animais infectados
com a linhagem selvagem H99. Até o presente momento nédo foi avaliada a viruléncia da
linhagem fluorescente R265 in vivo. Dessa forma os ensaios utilizando linhagens
fluorescentes para avaliacdo da terapia antifungica estdo sendo realizados com a linhagem
H99 fluorescente.



