Construcao de linhagens bioluminescentes de
6’ Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans
— para monitorar in vivo a infeccao em camundongos.

u F RGS Vanessa Barcellos?, Livia K. Rosa e Silva? Charley Christian Staats?,

UNIVERSIDADE FEDERAL Augusto Schrank?, Marilene Henning Vainstein?.
DO RIO GRANDE DO SUL

'Bolsista de Iniciacao cientifica Fapergs; 2 Programa de Pos-Graduagcao em Biologia Celular e
Molecular(PPGBCM), Centro de Biotecnologia(Cbiot), UFRGS

INTRODUCAO

As leveduras basidiomicéticas Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatti sao os agentes
etiol6gicos da criptococose, uma infecgdo que pode acometer os pulmdes, podendo evoluir para um
quadro de meningo-encefalite. Acredita-se que a rota de infec¢ao inicia-se nos pulmdes, com a inalacao
de esporos ou leveduras dissecadas, porém o processo de disseminacdo no hospedeiro ainda nao é
totalmente elucidado (Ma e May, 2009). Dentre as metodologias utilizadas para a determinacdo das vias
de disseminacao de microrganismos patogénicos em seus hospedeiros, destaca-se a bioluminescéncia.
Trata-se de um fendmeno comum em muitos organismos causado pela liberacdo de fotons de luz
resultantes da reagdo de oxidacdo da luciferina. Essa reacdo é catalisada por diferentes enzimas
genericamente denominadas luciferases, as quais podem ser encontradas em diferentes organismos, mas
nao em mamiferos (Sato et al., 2004). A expressao de luciferase recombinante em microrganismos
patogénicos, associada a um substrato derivado da luciferina, permite entdo localizar o patégeno devido a
emissao de fotons de luz (Hutchens e Luker, 2007).

OBJETIVOS

O objetivo deste estudo é construir linhagens de C. gatti e C. neoformans que expressam a luciferase
Renila recombinante visando compreender os mecanismos de disseminagdo destas leveduras no
hospedeiro.

MATERIAIS E METODOS

Construcao do vetor para expressao da luciferase Renila nas leveduras C. gattii e C. neoformans:
Esta clonagem foi realizada pela digestdo do vetor pRL-CMV (Promega), o qual contem a regiao
codificante da luciferase de Renilla xxx sob controle do promotor imediato do virus CMV, com as enzimas
de restricdo Bglll e BamHIl. O fragmento de aproximadamente 2200 pb foi entdo purificado apos
eletroforese em gel de agarose. Este fragmento estd sendo subclonado no vetor pAl4, o qual contem um
cassete para expressao da resisténcia a nourseotricina (ldnurm et al., 2004).

RESULTADOS
Estratégia para construcao do Clivagem dos vetores pRL-CMV e pAl4 para
vetor pAl4-RL-CMV construcao do vetor pAl4-RL-CMV
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