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BHE: Barreira hematoencefálica 
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Resumo

Cryptococcus  neoformans é  uma  levedura  basidiomicética,  principal  agente

etiológico  da  criptococose  em  humanos.  A  forma  mais  grave  desta  doença,

denominada  meningoencefalite  criptocócica,  tem  incidência  global  de  220.000

casos e causa aproximadamente 181.000 mortes anualmente. A via de sinalização

mediada por cálcio e calcineurina tem papel essencial na adaptação criptocócica

às condições encontradas no hospedeiro durante o desenvolvimento da doença. O

objetivo deste trabalho foi  explorar esta via de sinalização em busca de novos

possíveis componentes que impactam a virulência de C. neoformans. Inicialmente,

realizamos  uma análise  in  silico de  dados  brutos  transcritômicos  de  RNA-seq

relacionados  a  três  mutantes  nulos  para  produtos  gênicos  chave  desta  via:

fosfatase calcineurina, fator de transcrição Crz1, e transportador de cálcio Pmc1.

Após  uma  análise  integrada  de  redes  de  interação  entre  os  genes

diferencialmente expressos por biologia de sistemas, selecionamos CNAG_00522

como um novo potencial membro da via cálcio-calcineurina. Este gene é comum

às redes geradas para os mutantes pmc1Δ e cna1Δ, e é regulado positivamente

por esses componentes. Buscas por domínios conservados revelaram a presença

de um domínio relacionado a  C2B_Tricalbin, o qual tem conexão a módulos de

direcionamento  de  membrana  dependentes  de  Ca2+ que  ligam  diferentes

moléculas, como fosfolipídios, polifosfatos de inositol e proteínas intracelulares. No

intuito de aprofundar a caracterização funcional de CNAG_00522, avaliamos os

níveis  de  transcritos  deste  gene  por  RT-qPCR em  amostras  de  cDNA  de  C.

neoformans obtidas de linhagens selvagem (WT)  e mutantes (pmc1Δ e  crz1Δ)

cultivadas  em diferentes  condições  de temperatura  e  presença e  ausência  de

cálcio. Observamos que a expressão de CNAG_00522 é regulada positivamente a

37ºC,  e  o  fator  de  transcrição  Crz1  é  um  potencial  regulador  negativo  da

expressão deste gene. Análises funcionais baseadas na deleção de CNAG_00522

devem ser conduzidas no intuito de confirmar a participação deste gene na via de

sinalização mediada por cálcio e calcineurina, assim como avaliar o papel deste

componente na virulência de C. neoformans.
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Abstract

Cryptococcus neoformans is  a  basidiomycetous  yeast  and the  main  etiological

agent of cryptococcosis in humans. The most severe form of this disease, called

cryptococcal meningoencephalitis, has a global incidence of 220,000 cases and

causes  approximately  181,000  deaths  annually.  The  calcium  and  calcineurin-

mediated signaling pathway plays an essential role in cryptococcal adaptation to

host conditions during disease development. The aim of this work was to explore

this  signaling  pathway to  search for  new possible  components  that  impact  the

virulence of C. neoformans. Initially, we performed an in silico analysis of RNA-seq

transcriptomic  data  related  to  three null  mutants  for  key  gene products  of  this

pathway:  calcineurin  phosphatase,  Crz1 transcription  factor,  and Pmc1 calcium

transporter.  After  an integrated analysis  of  interaction networks between genes

differentially  expressed using systems biology,  we selected CNAG_00522 as a

new potential member of the calcium-calcineurin pathway. This gene is common to

the networks generated for  the  pmc1Δ and  cna1Δ mutants,  and it  is  positively

regulated by these components.  Analysis  of  conserved domains in  the primary

sequence of this protein revealed the presence of a C2B_Tricalbin related domain,

which is associated with Ca2+ dependent membrane targeting modules that bind to

different  molecules,  such  as  phospholipids,  inositol  polyphosphates  and

intracellular proteins. In order to further characterize the CNAG_00522 gene, we

evaluated  its  transcript  levels  by  RT-qPCR  in  C.  neoformans cDNA  samples

obtained  from wild  (WT)  and  mutant  strains  (pmc1Δ and  crz1Δ)  grown  under

different conditions of temperature and in the presence and absence of calcium.

We observed that CNAG_00522 expression is positively regulated at 37ºC, and

that the transcription factor Crz1 is a potential negative regulator of the expression

of this gene. Functional analysis based on the CNAG_00522 deletion should be

conducted in order to confirm the participation of this gene in the signaling pathway

mediated  by  calcium  and  calcineurin,  as  well  as  to  evaluate  the  role  of  this

component in the virulence of C. neoformans.
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1. Introdução

1.1 Criptococose: uma doença fúngica aguda e invasiva

Doenças graves de etiologia fúngica tem um profundo impacto na saúde

humana  com  estimativas  de  mais  de  150  milhões  de  indivíduos  afetados

(Bongomin  et  al.,  2017).  Além  das  consequências  causadas  na  rotina  de

indivíduos acometidos,  muitas  dessas enfermidades podem levar  a  óbito,  com

estimativa de mortalidade mundial de 1,6 milhões anuais (Bongomin et al., 2017).  

Entre as doenças fúngicas classificadas como agudas e invasivas destaca-

se  a  criptococose  (Bongomin  et  al.,  2017).  Esta  doença  possuí  diversas

manifestações clínicas, podendo afetar diferentes órgãos e, em sua forma mais

grave,  causar  infecção no Sistema Nervoso Central  (SNC) culminando em um

quadro  de  meningoencefalite  criptocócica  (MC)  (Zavala  &  Baddley,  2020).

Indivíduos imunocomprometidos são os principais afetados pela MC, com uma

maior frequência em indivíduos portadores do vírus da imunodeficiência humana

(HIV) (Zavala & Baddley, 2020).

A  MC  é  responsável  por  mais  de  220.000  casos  e  aproximadamente

181.000  mortes  anuais  (Rajasingham  et  al.,  2017).  Os  países  com  maior

prevalência da doença são os que se encontram na África Subsaariana e Sudeste

Asiático, como também a Índia. Contudo, países da África Subsaariana são os

mais afetados, com 72% do número de casos e 75% do número de mortes do total

para a doença. A MC é responsável mundialmente por aproximadamente 15% das

mortes  relacionadas  à  AIDS  (síndrome  da  imunodeficiência  adquirida)

(Rajasingham et al.,  2017).  No Brasil,  um estudo epidemiológico relacionado à

MC, o qual abrange o período de 2000 a 2012, constatou que 75% das 5.755

mortes no período pela doença eram relacionadas com a AIDS (Soares et al.,

2019).

Recentemente foi proposta a inclusão da MC na lista de doenças tropicais

negligenciadas (NTD) (Molloy et al., 2017). A doença se enquadra nos critérios de
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definição de NTDs definidos pela Organização Mundial da Saúde (WHO): afeta

principalmente  populações  pobres  causando  significativa  morbidade  e

mortalidade;  afeta  principalmente  populações  vivendo  em  regiões  tropicais  e

subtropicais;  é  passível  de  amplo  controle,  eliminação  ou  erradicação;  e  tem

pouco investimento em pesquisa. Rodrigues & Albuquerque (2018) reforçam que,

de  acordo  com  o  mais  recente  relatório  da  Global  Funding  of  Innovation  for

Neglected Diseases (G-Finder), é evidente a falta de investimento em pesquisa

relacionada à MC.

1.2 O agente etiológico da criptococose em indivíduos imunocomprometidos

O gênero Cryptococcus compreende espécies dentro do filo Basidiomycota

as  quais  são  isoladas  em  diferentes  nichos  ambientais,  sendo  consideradas

agentes  etiológicos  da  criptococose  em  humanos  (May  et  al.,  2016).

Recentemente,  Kwon-Chung  et  al.  (2017) propuseram  a  classificação  das

espécies patogênicas desse gênero em dois grandes complexos: o complexo de

espécies Cryptococcus neoformans e o complexo de espécies Cryptococcus gattii.

C.  neoformans é  o  principal  agente  etiológico  da  criptococose  em  indivíduos

imunocomprometidos,  acometendo principalmente indivíduos portadores de HIV

que desenvolvem a AIDS (May et al., 2016).

A infecção humana ocorre pela inalação de basidiósporos ou da levedura

dessecada presentes principalmente em excretas de pombos (May et al., 2016).

Existem  alguns  possíveis  cenários  de  interação  patógeno-hospedeiro  após  a

infecção. Em indivíduos imunocompetentes, a levedura é eliminada pelo sistema

imunitário  ou  estabelece  uma  infecção  latente  assintomática.  Em  indivíduos

imunocomprometidos,  células  fúngicas  causam  uma  pneumonia  sintomática,

podendo transmigrar para outros locais. Por disseminação via corrente sanguínea,

atinge  principalmente  o  SNC pela  transmigração  da  barreira  hematoencefálica

(BHE), o que desencadeia um quadro de MC (Figura 1) (Lin & Heitman, 2006,

Mitchell et al. 2011). 
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Figura 1: Nichos ambientais de Cryptococcus e estabelecimento da infecção.
Células de levedura dessecada ou basidiósporos presentes nos nichos indicados
são inalados pelo hospedeiro humano. No ambiente pulmonar, células fúngicas
são expostas à resposta imunológica inata do hospedeiro, a qual pode eliminar a
infecção, controlar a infecção (mantendo a latência) ou permitir a transmigração.
Um dos principais sítios de disseminação da levedura é o SNC, onde ocorrerá o
estabelecimento da MC.  Figura adaptada de Mitchell et al. 2011.

1.3 Mecanismos de disseminação e invasão de C. neoformans

1.3.1 Escape e disseminação do ambiente pulmonar

Para C. neoformans disseminar e invadir com sucesso o SNC, a levedura

deve ser capaz de manter um número mínimo de células viáveis no ambiente

pulmonar,  escapar  da  resposta  imunológica  do  hospedeiro,  atingir  a  corrente

sanguínea para transmigrar pela BHE, levando à invasão efetiva do parênquima

cerebral (Griffiths et al., 2012; May et al., 2016; Denham & Brown, 2018). Células

de C. neoformans mantêm sua viabilidade no ambiente hospedeiro pela expressão
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de  determinantes  de  virulência  (May,  et  al.  2016).  Adicionalmente,  a  levedura

forma células gigantes denominadas Titan cells que têm um diâmetro total celular

acima de 30µm, sendo o tamanho de uma célula típica de  C. neoformans de 5-

7µm (Zaragoza & Nielsen, 2013) .  Essas células representam um morfotipo de

resistência que, por serem gigantes, conseguem escapar da ação fagocitária da

resposta  imunitária  inata  e  que  também  contribuem  para  a  manutenção  do

reservatório de células viáveis através da replicação. (Zaragoza & Nielsen, 2013;

Denham & Brown, 2018). 

C. neoformans  consegue  disseminar  do  ambiente  pulmonar  para  outros

sítios  por  mecanismos  de  entrada  na  corrente  sanguínea:  no  interior  de

macrófagos,  e  por  cruzamento  paracelular  ou  transcitose  de  células  epiteliais

pulmonares (Figura 2) (Denham & Brown, 2018).

O mecanismo de saída das células criptocócicas dos macrófagos mais bem

descrito atualmente é o de forma não lítica, denominado vomocitose, processo de

extrema importância para o estabelecimento  de uma MC no SNC (Denham &

Brown, 2018). A levedura pode ainda escapar da ação antifúngica do macrófago

de forma lítica, levando a inviabilidade da célula de defesa. Ainda, as células de C.

neoformans  podem se transferir lateralmente entre macrófagos (García-Rodas &

Zaragoza, 2012; Johnston & May, 2013; Denham & Brown, 2018).
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Figura 2: Sobrevivência e mecanismos de disseminação de  Cryptococcus
spp. do ambiente pulmonar. 1 – Formação de células gigantes para manutenção
do reservatório de células viáveis. 2 – Fagocitose de células fúngicas menores. 3 –
Sobrevivência das células dentro de fagolisossoma de macrófagos pela expressão
de  determinantes  de  virulência.  4  –  Células  de  C.  neoformans  viáveis  sendo
liberadas  por  macrófagos,  em  um  mecanismo  denominado  vomocitose.  5  –
Escape das células criptocócicas do ambiente pulmonar pelos mecanismos de
travessia paracelular ou transcitose. Adaptado de Denham & Brown (2018).

1.3.2 Invasão do parênquima cerebral

Existem  três  mecanismos  descritos  de  passagem  das  células  de  C.

neoformans pela BHE para a invasão do parênquima cerebral: por cavalo de troia,

por transcitose e por paracitose (Liu et al., 2012; May et al., 2016; Taylor-Smith &

May, 2016; Denham & Brown, 2018). O artifício do cavalo de troia se refere a

leveduras  que  foram  fagocitadas  no  ambiente  pulmonar,  as  quais  são

transportadas  até  a  BHE  por  células  de  macrófagos.  Estas  células  imunes

transpassam  a  BHE,  e  as  células  fúngicas  escapam  do  macrófago  para  o

parênquima cerebral através de vomocitose.  A transcitose se refere as células

fúngicas que transpassam a BHE por endocitose de células endoteliais cerebrais.

A paracitose se refere ao enfraquecimento das junções de células endoteliais para

que células de levedura transpassem pela BHE entre as conexões célula-célula.

Acredita-se  que esses  mecanismos ocorram simultaneamente  para  a  levedura

estabelecer uma infecção no parênquima cerebral, porém o mecanismo cavalo de

troia parece ser essencial para o estabelecimento da MC, uma vez que a depleção

de macrófagos em modelo murino reduziu significativamente a infecção do SNC

(Figura 3) (Kechichian et al., 2007; May et al., 2016)
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Figura 3: Mecanismos de invasão do SNC. A – Paracitose, enfraquecimento das
junções de células endoteliais permitindo que as células fúngicas invadam o CNS.
B –  Trancitose,  invasão  das células  endoteliais  e  passagem para  parênquima
cerebral.  C  -  Cavalo  de  troia,  passagem  de  macrófagos  contendo  células  de
levedura pela BHE para o cérebro. Figura adaptada de May et al. (2016).

1.4 Determinantes de virulência

C.  neoformans necessita  sobrepor  mecanismos  de  defesa  e  limitações

impostas  pelo  hospedeiro  mamífero  ao longo  do  estabelecimento  da infecção.

Desafios como as limitações nutricionais, um ambiente com pH ácido e radicais

livres são enfrentados principalmente com o auxílio da produção de determinantes

de virulência (Zaragoza, 2019). A expressão destes determinantes é regulada por

diferentes  rotas  de  sinalização,  as  quais  são  ativadas  para  a  adaptação  da

levedura  ao  ambiente  hospedeiro  (Kozubowski  et  al.,  2009;  Zaragoza,  2019).

Nessa  seção  terão  destaque  alguns  dos  mais  importantes  determinantes  de

virulência de C. neoformans.

1.4.1  Desenvolvimento em temperatura fisiológica de 37ºC

A capacidade de sobrevivência na temperatura fisiológica humana é uma

característica fundamental para a patogenicidade de C. neoformans (Buchanan &

Murphy, 1998). Mutantes nulos para calcineurina, uma fosfatase fundamental para

o  processo  de  termotolerância,  são  incapazes  de  causar  infecção  em modelo

murino (Odom et  al.,  1997;  Fox et  al.,  2001).  Genes que sofrem alteração de
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expressão  mediante  exposição  à  temperatura  do  hospedeiro  vêm  sendo

investigados.  Um  estudo  de  expressão  diferencial  através  de  microarranjos

demonstrou que 49 genes têm a sua expressão induzida pela temperatura do

hospedeiro. Entre eles, está o fator de transcrição Mga2, que possui como alguns

de seus potenciais alvos, genes codificantes de enzimas biossintéticas de ácidos

graxos,  indicando  que  a  remodelação  de  membrana  é  importante  para  o

desenvolvimento em altas temperaturas (Kraus et al., 2004). Outro estudo usando

análise  da  diferença  representacional  identificou  29  genes  induzidos  em

temperatura de 37ºC.  Esses genes estão relacionados a integridade de parede

celular, resposta ao estresse, filamentação, metabolismo oxidativo, metabolismo

de  ácidos  graxos  e  transporte  de  proteínas  (Rosa  e  Silva  et  al.,  2008).

Recentemente, a análise de um ensaio de gradiente de temperatura identificou 46

genes envolvidos em desenvolvimento em altas temperaturas (Stempinski et al.,

2020).  Os autores realizaram adicionalmente um estudo utilizando o banco de

dados STRING, o qual evidenciou a potencial  interação entre produtos gênicos

relacionados à via de sinalização mediada por cálcio-calcineurina, vias secretórias,

processamento de RNA, e divisão celular. 

1.4.2 Cápsula polissacarídica

A cápsula polissacarídica envolve o corpo celular de C. neoformans, sendo

de fundamental  importância para a virulência deste patógeno.  Esta estrutura é

composta  principalmente  pelos  polissacarídeos  glicuroxilomanana  (GXM)  e

galactoxilomanana (GalXM), e também em menor proporção por manoproteínas,

ácido hialurônico e ácido siálico (Zaragoza et al., 2009; Kwon-chung et al., 2014).

A  cápsula  é  altamente  hidrofílica  e  fica  ancorada  à  parede  celular,  sendo

organizada em fibras ramificadas. Ainda, essa estrutura de proteção é complexa e

dinâmica,  podendo mudar  de  tamanho de  acordo  com estímulos  do  ambiente

(Zaragoza et al., 2009; Zaragoza, 2019).

Os principais papéis desempenhados pela cápsula são: maior resistência a

fagocitose, maior resistência a estresse oxidativo e desidratação, e modulação da

resposta imunológica (Zaragoza, 2019). A estrutura capsular age como barreira
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física para a levedura, através da ocultação de epítopos específicos da parede

celular  que permitem o  reconhecimento  do patógeno por  macrófagos e,  como

consequência, o engolfamento de células de  C. neoformans  com cápsulas mais

robustas é menor (Kozel & Mastroianni, 1976; Kozel & Gotschlich, 1982; García-

Rodas  &  Zaragoza,  2012).  Pela  sua  natureza  hidrofílica,  a  cápsula  também

confere proteção ao dessecamento (Aksenov et al. 1973). Além disso, a cápsula

está  relacionada  à  resistência  a  alguns  antifúngicos,  como  anfotericina  B,  e

também confere um efeito protetor aos mecanismos microbicidas presentes em

células macrofágicas, conferindo resistência ao estresse oxidativo e a peptídeos

antimicrobianos (Zaragoza et al., 2008). Por fim, a estrutura capsular tem ainda

um papel muito importante na regulação da resposta imunitária do hospedeiro,

pela inibição de migração de leucócitos, diminuição da expressão de receptores

de quimiocinas,  inibição da produção de anticorpos,  alteração da produção de

citocinas e indução de apoptose celular em leucócitos (revisado por Zaragoza,

2019).

1.4.3 Melanina

A melanina é um pigmento escuro produzido por células de C. neoformans

pela  ação  da  atividade  de  difenol  oxidase  da  enzima  lacase,  a  qual  oxida

substratos fenólicos em quinonas (Nurudeen & Ahearn, 1979; Pukkila-Worley et

al., 2005). A enzima lacase (Lac1) é codificada principalmente pelo gene  LAC1

(Pukkila-Worley  et  al.,  2005).  Em  C.  neoformans,  a  melanina  produzida  é

depositada  na  parede  celular,  e  possui  uma  miríade  de  funções  ligadas  a

sobrevivência  e  adaptação  desse  patógeno.  Um  exemplo  está  na  maior

resistência  de  C.  neoformans em  condições  de  baixas  e  altas  temperaturas

(Rosas & Casadevall,  1997).  Além disto,  recentemente  foi  demonstrado que o

pigmento auxilia na captura de calor,  caso a levedura esteja exposta a baixas

temperaturas (Cordero et al., 2018). A melanina também tem um efeito protetivo

com relação à radiação ultravioleta (Wang & Casadevall, 1994). Esse pigmento foi

associado à modulação da resposta inflamatória do hospedeiro e proteção contra

estresse oxidativo dentro de macrófagos (Liu et al., 1999; Mednick et al., 2005).
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Além disso,  a  melanina  produzida  por  C.  neoformans  confere  resistência  aos

fármacos antifúngicos anfotericina B e caspofungina (van Duin et al., 2002; Ikeda

et al., 2003). Linhagens com deficiência na produção desse pigmento mostraram

significativa atenuação de virulência em modelo murino (Kwon-Chung et al., 1982).

Por fim, esse efeito também foi observado em linhagens mutantes para o gene

LAC1, evidenciando a importância da melanina na sobrevivência e adaptação ao

ambiente hospedeiro (Salas et al., 1996). 

1.4.4  Urease

Urease é uma metaloenzima que hidrolisa ureia em amônia e carbamato,

sendo  codificada  pelo  gene  URE1 em C.  neoformans (Cox  et  al.,  2000).  A

produção dessa enzima em altas concentrações é uma característica marcante de

C. neoformans,  fazendo com que sua detecção seja utilizada como ferramenta

para o diagnóstico de doença (Zimmer & Roberts, 1979; Canteros et al., 1996). Foi

extensamente demonstrado que essa enzima é um importante determinante de

virulência  de  C.  neoformans,  apresentando  influência  significativa  na

disseminação da levedura do ambiente pulmonar para o cérebro (Cox et al., 2000;

Olszewski et al.,  2004; Shi et al.,  2010; Fu et al.,  2018). Finalmente, a urease

também  influencia  no  aumento  do  pH  de  fagolisossomos,  o  que  está

correlacionado  com  a  proteção  contra  a  resposta  imunológica  humoral,  a

persistência da infecção e a disseminação da levedura para o SNC (Fu et al.,

2018).

1.4.5 Fosfolipase B

Fosfolipases  são  um  grupo  diversificado  de  enzimas  que  hidrolisam

ligações  ésteres  de  glicerofosfolipídeos  que  compõe  membranas  celulares  e

surfactante  pulmonar.  As  suas  funções  estão  ligadas  a  desestabilização  e

degradação de membranas, sinalização celular e influência na resposta imunitária

do hospedeiro, e por esses motivos são enzimas extremamente importantes para

a sobrevivência de diferentes fungos (Djordjevic, 2010). Plb1 é uma fosfolipase

multifuncional  de  C.  neoformans,  apresentando  atividades  de fosfolipase  B,
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lisofosfolipase e lisofosfolipase transacilase (Chen et al., 1997; Cox et al., 2001).

Para o ambiente pulmonar, a atividade dessa enzima foi correlacionada com uma

maior adesão das células criptocócicas a células do epitélio pulmonar hospedeiro

(Ganendren et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que mutantes nulos  plb1

tem defeitos  de proliferação dentro  de  células  de macrófagos e produzem um

número maior de células gigantes durante a infecção (Evans et al., 2015).  Estes

mutantes são hipovirulentos em modelo murino, e falham em disseminar para o

SNC. Ainda, no mesmo estudo, foi constatado que a proteína Sec14 é essencial

para  a  secreção  de  Plb1,  sendo  Plb1  crucial  para  o  processo  de  vomocitose

(Chayakulkeeree  et  al.,  2011).  Finalmente,  foi  evidenciado  que  Plb1  ativa  a

proteína hospedeira Rac1 e estimula a sua associação com o fator de transcrição

STAT3, o que por sua vez culmina em uma reorganização do citoesqueleto de

células endoteliais microvasculares cerebrais humanas (HBMEC). Esse rearranjo

de citoesqueleto facilita a passagem pela BHE, sendo essencial para colonização

do parênquima cerebral (Maruvada et al., 2012).

1.5 Via de sinalização mediada por cálcio e calcineurina

A via mediada por  cálcio  e calcineurina está entre as principais vias de

sinalização que são essenciais para a virulência e sobrevivência de C. neoformans

(Kozubowski et al., 2009). Esta via de sinalização é ativada por íons de cálcio, um

importante  mensageiro  que medeia  respostas  a  diversos estímulos  ambientais

(Roy et al., 2020). Essa cascata de sinalização apresenta diversos componentes,

e  é  ativada  por  estresses  ambientais  que  ocasionam  um  aumento  de  cálcio

intracelular (Liu et al., 2015). 

A concentração de íons de cálcio no citosol das células fúngicas pode variar

de 50nM a 200nM, sendo que concentrações extracelulares  variam de 1µM a

100mM  (Cui  et  al.,  2009).  O  controle  da  homeostase  de  cálcio  intracelular  é

orquestrado  por  diferentes  transportadores  e  canais  de  Ca2+ localizados  na

membrana plasmática e em diferentes organelas. Em  C. neoformans,  entre os

componentes  já  identificados  responsáveis  pelo  equilíbrio  desse  íon estão:  os

canais  de  cálcio  da  membrana  plasmática  Cch1  e  Mid1,  os  transportadores
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vacuolares Pmc1 e Vcx1, e o transportador de retículo endoplasmático Eca1 (Liu

et al., 2006; Fan et al., 2007; Kmetzsch et al., 2010; Kmetzsch et al., 2013). Frente

a  estímulo  estressor,  ocorre  um  influxo  de  cálcio  intracelular.  O  aumento  da

concentração citoplasmática de Ca2+ é detectado pela proteína sensora de cálcio

calmodulina (CaM), que então ativa a enzima calcineurina, uma serino/treonino

fosfatase.  A  calcineurina  é  composta  por  duas  subunidades:  subunidade  A

catalítica (Cna1), e B regulatória (Cnb1). O complexo cálcio-CaM se liga na região

C-terminal  regulatória  da  subunidade  A  da  calcineurina.  Como resultado,  uma

mudança  conformacional  libera  o  sítio  ativo  da  enzima,  até  então  oculto  pelo

domínio auto-inibitório (Kraus et al., 2005). A fosfatase calcineurina ativada atua

de  forma  ramificada,  regulando  alvos  e  controlando  processos  em  nível

transcricional e pós-transcricional (Park et al., 2016, 2019; Chow et al., 2017). O

principal alvo descrito para calcineurina em C. neoformans é o fator de transcrição

Crz1. Em sua forma inativa, Crz1 encontra-se fosforilado no citoplasma celular;

quando é defosforilado por calcineurina, é ativado e direcionado para o núcleo.

Esse  fator  de  transcrição  regula  a  expressão  de  diversos  genes,  os  quais

possuem em sua região promotora sequências canônicas denominadas CDRE,

elemento de resposta dependente da calcineurina. Os genes cuja expressão é

dependente de calcineurina-Crz1 em C. neoformans  estão ligados ao transporte

de cálcio e de pequenas moléculas, à síntese e manutenção da parede celular, à

sensibilidade a temperatura e à virulência (Lev et  al.,  2012;  Park et  al.,  2016;

Chow  et  al.,  2017).  Em  nível  pós-transcricional,  foram  identificados  quatro

potenciais alvos da calcineurina: as proteínas ligantes de RNA Pbp1, Puf4 e Lhp1,

as quais reconhecem e se ligam a sequências específicas de RNA para controlar

processos como localização, estabilidade e função de mRNA, sendo importantes

para termotolerância,  reprodução e virulência (Park et al.,  2016);  e a fosfatase

Gpp2, a qual é fundamental para a via biossintética de aminoácidos sulfurados (de

Melo et al., 2019) (Figura 4).
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Figura 4: Principais componentes e funções da via de sinalização mediada
por cálcio e calcineurina em C. neoformans. Um influxo de cálcio ocorre para o
citoplasma mediante um estímulo estressor. O aumento da concentração de Ca2+

é detectado pela proteína CaM, a qual ativa a fosfatase calcineurina (representada
pelas suas subunidades Cna1 e Cnb1). Calcineurina atua de forma ramificada,
regulando  distintos  alvos,  sendo  Crz1  o  melhor  caracterizado.  Este  fator  de
transcrição  regula  a  homeostase  de  cálcio,  síntese  e  manutenção  da  parede
celular,  transporte  de  pequenas  moléculas,  termotolerância  e  virulência.  Pbp1,
Puf4,  Lhp1  e  Gpp2  são  potenciais  alvos  da  calcineurina  em  nível  pós-
transcricional, independentes de Crz1. Adaptado de Park et al. 2019.

Há  inúmeras  evidências  da  importância  dos  componentes  desta  via  de

sinalização para a virulência e sobrevivência de  C. neoformans  no hospedeiro

(Odom et  al.,  1997;  Liu  et  al.,  2006;  Fan et  al.,  2007;  Kmetzsch et  al.,  2010;

Kmetzsch et al., 2013; Chow et al., 2017; Squizani et al., 2018). Inicialmente, foi
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demonstrado  que  mutantes  nulos  para  a  subunidade  A  da  calcineurina

apresentam defeitos de desenvolvimento e fenótipo de hipovirulência em modelo

murino (Odom et al., 1997). Além disto, mutantes nulos para o transportador de

cálcio Cch1 são incapazes de replicar em meio de limitação de cálcio extracelular,

e apresentam virulência atenuada em modelo murino de infecção intranasal (Liu et

al.,  2006).  Mutantes  nulos  para  o  transportador  de  cálcio  Eca1  demonstram

virulência atenuada, sendo também sensíveis a inibidores da calcineurina e ao

estresse  osmótico  de  retículo  endoplasmático  (Fan  et  al.,  2007).  Linhagens

mutantes nulas para o transportador vacuolar de cálcio Vcx1 apresentam menor

secreção  de  GXM,  alteração  no  perfil  de  fagocitose  por  macrófagos  murinos,

sendo hipovirulentas em modelo de infecção experimental (Kmetzsch et al., 2010).

Mutantes duplos para os genes  VCX1  e  PMC1  acumulam cálcio  intracelular  e

apresentam  sensibilidade  no  desenvolvimento  a  temperatura  do  hospedeiro.

Ainda,  mutantes  nulos  pmc1  tem a formação de cápsula e secreção de GXM

reduzida em meio de cultura  de células mamíferas,  e  redução na virulência e

disseminação para o SNC (Kmetzsch et al., 2013). Uma investigação do perfil de

expressão  global  do  mutante  pmc1 foi  realizada,  constatando-se  que  genes

relacionados a produção de urease e formação de cápsula são diferencialmente

expressos. No mesmo estudo, foi ainda constatado que o fator de transcrição Crz1

controla a expressão e atividade de urease. Estes dados se relacionam com a

ineficiência de transmigração para o SNC observada para o mutante nulo  pmc1

(Squizani  et  al.,  2018).  Um  dos  estudos  mais  recentes  envolvendo  análise

transcritômica de mutantes para os genes CRZ1 e CNA1 verificou que 102 genes

são regulados de forma calcineurina-Crz1 dependentes, sendo que 58% deles não

possuem caracterização funcional, e o restante está ligado ao transporte de cálcio,

produção de ferormônios e remodelagem da parede celular. Ainda, foi constatado

que calcineurina e Crz1 também controlam alvos de forma independente, com 393

e 59 genes diferencialmente expressos, respectivamente (Chow et al., 2017).

Os principais componentes dessa cascata de sinalização são conservados

entre  organismos  eucariotos,  porém  existe  variação  de  alvos  dessa  rota  de

sinalização entre diferentes organismos. Em humanos, a via de sinalização cálcio-

calcineurina tem, entre várias funções, um papel fundamental na modulação da
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resposta imunológica. De forma geral, em fungos e protistas parasitas a via está

relacionada a sobrevivência e patogenicidade dos microrganismos. Em humanos,

o principal fator de transcrição identificado é o fator nuclear de células T ativadas

(NFAT), o qual é homólogo a Crz1 em fungos (Park et al., 2019). 

Alguns  fármacos  que  não  tem  como  principal  função  o  controle  de

infecções fúngicas, mas interferem na via de sinalização cálcio-calcineurina, tem

propriedades  antifúngicas.  Ciclosporina  A  e  FK506  (tracolimus)  são  clássicos

exemplos  de  moléculas  que  são  usadas  como  imunossupressoras,  mas  que

possuem atividade antifúngica. A sua ação acontece pela formação de complexo

com as imunofilinas ciclofilina A e FKBP, respectivamente, e consecutiva inibição

da calcineurina (Odom et al., 1997; Cruz et al., 2000; Liu et al., 2015; Park et al.,

2019).  Estudos  com  inibidores  da  calcineurina  vem  sendo  conduzidos  como

possíveis  tratamentos  para  MC.  Porém,  análogos  desses  inibidores  têm  sido

investigados  por  mostrarem  menor  reatividade  cruzada  com  o  hospedeiro

(revisado por Park et al., 2019). Os componentes da via de uma forma geral tem

sido considerados alvos interessantes de investigação para o desenvolvimento de

futuros tratamentos (Juvvadi et al., 2017; Park et al., 2019; Wall & Lopez-Ribot,

2020).

1.6 Atuais tratamentos para criptococose e suas limitações

O tratamento para indivíduos com criptococose e quadro de MC consiste

em 3 fases: indução, consolidação e manutenção. Na fase de indução, o foco do

tratamento  é  a  esterilização  do  fluido  cefalorraquidiano,  onde  os  principais

fármacos  utilizados  em conjunto  são  a  anfotericina  B  e  a  flucitosina  (Sloan &

Parris, 2014; Abassi et al., 2015). Ambas as fases de consolidação e manutenção,

cujo objetivo é impedir  uma recidiva,  utilizam principalmente fluconazol,  o qual

apresenta ação fungistática principal.  As concentrações e combinações para o

tratamento  com os três  fármacos  principais  podem variar  dependendo  da  sua

disponibilidade, efetividade e efeitos colaterais causados em pacientes (Sloan &

Parris, 2014; Abassi et al., 2015). 
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Em países de média e baixa renda (MLICs) é comum o uso de fluconazol

como monoterapia em todas as fases de tratamento da MC, justamente por serem

países com recursos limitados, acarretando em grande dificuldade de acesso a

fármacos mais efetivas (Sloan & Parris, 2014; Abassi et al., 2015; Rajasingham et

al., 2017). Entretanto, o uso contínuo de fluconazol como único tratamento para

MC está associado ao surgimento de linhagens resistentes (revisado em Bermas

&  Geddes-McAlister,  2020).  Além  disso,  existem  inúmeros  efeitos  adversos

associados às medicações indicadas na fase de indução. A anfotericina B, por

exemplo,  tem  alta  nefrotoxicidade  e  pode  ainda  causar  anemia,  hipocalemia,

hipomagnesemia  e  flebite  (Sloan  &  Parris,  2014;  Abassi  et  al.,  2015).  A

administração desta medicação necessita de internação hospitalar, o que acarreta

em maior  custo  e  utilização  de  recursos  (Abassi  et  al.,  2015).   Dentro  desse

cenário,  é necessária a busca por  tratamentos alternativos que combinem boa

eficácia, baixa toxicidade, baixo custo e fácil acessibilidade (Juvvadi et al., 2017;

Park et al., 2019; Wall & Lopez-Ribot, 2020). A exploração de vias de sinalização

essenciais  para  a  virulência  de  C.  neoformans  é  uma  alternativa  muito

interessante para definir  novos alvos de fármacos que culminem em melhores

tratamentos  para  MC.  Como  já  mencionado,  a  via  de  sinalização  cálcio-

calcineurina  vem  sendo  sugerida  como  uma  excelente  opção  de  exploração

(Juvvadi et al., 2017; Park et al., 2019; Wall & Lopez-Ribot, 2020), justamente por

ser conectada com a virulência e sobrevivência de  C. neoformans  (Odom et al.,

1997; Liu et al., 2006; Fan et al., 2007; Kmetzsch et al., 2010; Kmetzsch et al.,

2013; Chow et al., 2017; Squizani et al., 2018).

1.7 Biologia de sistemas e a exploração de alvos 

Inicialmente,  os  tratamentos  empregados  em  indivíduos  acometidos  por

alguma enfermidade eram predominantemente baseados em tentativa e erro da

aplicação de produtos naturais.  Com o avanço científico na área, os princípios

ativos  presentes  em fontes  naturais  puderam ser  purificados e também novos

químicos foram sintetizados (Butcher et al. 2004, Danhof et al., 2018). Na segunda

metade do século 20, o avanço na pesquisa de novos tratamentos para doenças

seguiu uma lógica de único alvo e único fármaco,  resultando em considerável
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progresso na área,  como por  exemplo,  o  desenvolvimento  do anti-hipertensivo

propranolol  (Danhof  et  al.  2018).  Atualmente,  essa é ainda a abordagem mais

utilizada para a seleção de drogas e delineamento de novos tratamentos, porém

hoje  é  considerada  reducionista  (Martinez-Mayorga  et  al.,  2020).  Este  tipo  de

abordagem tem se mostrado estagnada, com reduzido número de novos fármacos

aprovados e novos alvos identificados (Butcher, 2005; Maggiora, 2011, Danhof et

al.  2018).  Tratamentos  com um único  fármaco e  único alvo são muitas vezes

ineficientes ou insuficientes frente à robustez de sistemas biológicos (Maggiora,

2011;  Kell,  2013).  Nesse  sentido,  uma  visão  mais  abrangente  de  sistemas

biológicos complexos se faz necessária para o desenvolvimento de tratamentos

mais efetivos (Kell,  2013,  Danhof et  al.  2018).  A construção dessa visão mais

completa tem avançado na última década pelo significativo aumento na geração

de dados multi-ômicos, e integração de informação biológica pela aplicação de

biologia de sistemas (Pinu et al., 2019). Uma mudança de perspectiva para análise

de múltiplos fármacos e múltiplos alvos vem acontecendo, sendo a integração de

ômicas e biologia de sistemas apontadas como importantes ferramentas neste

contexto  (Maggiora,  2011).  Esta  nova  mudança  de  paradigma  é  denominada

systems therapeutics, a qual tem como alvo redes biológicas com foco no estudo

de processos da doença (Danhof et al., 2018).  

O melhor entendimento de intrincadas redes biológicas se faz necessário

para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes.  Considerando os atuais

tratamentos para a criptococose e suas limitações abordadas anteriormente, os

componentes da via de sinalização mediada por cálcio e calcineurina representam

potenciais  alvos  de  investigação  para  delineamento  de  novos  e  eficientes

tratamentos para a criptococose. 
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Explorar a via de sinalização mediada por cálcio e calcineurina no intuito de

caracterizar  componentes  não  canônicos  essenciais  para  a  virulência  de  C.

neoformans.

2.2 Objetivos específicos

I.  Análise de expressão diferencial  de dados brutos de RNA-seq dos mutantes

nulos cna1, crz1 e pmc1, componentes da via de sinalização cálcio-calcineurina;

II.  Montagem  de  redes  de  interação  das  proteínas  oriundas  dos  genes

diferencialmente expressos por cada mutante selecionado;

III. Análises topológicas e funcionais das redes de interação e seleção de alvo;

IV. Análises de expressão diferencial  do alvo selecionado como potencial  novo

componente  da  via  de  sinalização  mediada  por  cálcio  e  calcineurina  em  C.

neoformans.
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4. Discussão

A importância  e  o  impacto  que  análises  integradas  de  dados  ômicos  e

biologia  de  sistemas  podem  ter  na  compreensão  de  sistemas  biológicos

complexos é de grande relevância (Maggiora, 2011; Pinu et al., 2019). Esse tipo

de abordagem conjunta tem sido considerada essencial para a procura de novos

fármacos e desenvolvimento de tratamentos inovadores para diferentes doenças

(Kell, 2013; Maggiora, 2011). 

A via de sinalização mediada por cálcio e calcineurina foi  extensamente

estudada e associada à sobrevivência e virulência de microrganismos eucariotos

patogênicos  (revisado  por  Park  et  al.,  2019).  Apesar  da  conservação  dos

principais componentes dessa via entre diferentes espécies fúngicas, há ampla

variação de alvos (revisado por Park et al., 2019). Em C. neoformans, os produtos

gênicos chave desta via são essenciais para a virulência em modelos murinos de

infecção.  Além  disso,  foi  ainda  constatado  que  a  deleção  de  componentes

específicos leva à desregulação da homeostase de cálcio, defeitos de formação

capsular  e  secreção  de  GXM,  menor  sobrevivência  em  macrófagos  murinos,

sensibilidade  a  inibidores  da  calcineurina  e  a  estresse  osmótico  de  retículo

endoplasmático (Odom et al., 1997; Liu et al., 2006; Fan et al., 2007; Kmetzsch et

al., 2010; Kmetzsch et al., 2013; Chow et al., 2017; Squizani et al., 2018). Além

disso, existem muitos genes calcineurina-Crz1 dependentes não caracterizados

funcionalmente na cascata de sinalização em C. neoformans (Chow et al. 2017).

Com  relação  aos  atuais  tratamentos  para  a  meningoencefalite  criptocócica,

existem limitações que destacam a necessidade de desenvolvimento de novas

intervenções  eficientes  que  sejam  mais  acessíveis  e  com  baixa  toxicidade

(Juvvadi et al., 2017; Rajasingham et al., 2017; Park et al., 2019; Wall & Lopez-

Ribot, 2020). 

Considerando-se  esse  cenário,  o  presente  trabalho  empregou  um  fluxo

integrado de análises bioinformáticas e experimentais com o objetivo de explorar a

complexa  cascata  de  sinalização  cálcio-calcineurina  em C.  neoformans. O

presente estudo selecionou o gene CNAG_00522 como um ponto de partida para

análise  de  componentes  não  canônicos  associados  com  a  via  de  sinalização
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cálcio-calcineurina que ainda não foram caracterizados. O resultado associado ao

domínio  conservado  presente  na  região  codificadora  deste  gene  mostrou que,

além de possivelmente ser responsivo a sinais de Ca2+, também pode estar ligado

a formação de vesículas (Lu et al., 2020). A cápsula polissacarídica tem função

moduladora imunológica, sendo esse controle relacionado a secreção de um de

seus principais componentes, a GXM (Rodrigues et al., 2008, 2007; Zaragoza et

al.,  2009).  Mutantes  dos  transportadores  vacuolares  de  cálcio  Vcx1  e  Pmc1

apresentam  menor  secreção  de  GXM  comparado  a  linhagens  selvagens

(Kmetzsch et al., 2010, 2013). Levando em consideração o domínio conservado

identificado na região codificadora de CNAG_00522, o papel dos polissacarídeos

secretados como imunoreguladores, e a potencial conexão da via de estudo com a

secreção  desse  polissacarídeo,  é  possível  que  o  alvo  selecionado  possa

desempenhar alguma função no processo de secreção que auxilie o patógeno na

modulação  da  resposta  imune  hospedeira.  Entretanto,  estudos  funcionais

complementares ainda são necessários para avaliação do papel de CNAG_00522

na formação e/ou secreção de vesículas contendo GXM. Os dados transcritômicos

disponíveis  no  banco  de  dados  FungiDB  sugerem  que  este  gene  pode  ser

importante  para  a  sobrevivência  e  adaptação  de  C.  neoformans no  ambiente

hospedeiro (Derengowski et al., 2013; Chen et al., 2014; Trevijano-Contador et al.,

2018). O alvo selecionado apresentou expressão positivamente regulada em meio

de  indução  de  células  de  gigantes  (Trevijano-Contador  et  al.,  2018).  Este

morfotipo é considerado um determinante de virulência, e confere resistência ao

ambiente  hospedeiro  (Griffiths  et  al.,  2012;  Denham  &  Brown,  2018).

CNAG_00522 também  apresentou  modulação  positiva  de  expressão  em

condições  de  interação  com a  ameba  Acanthamoeba  castellanii,  um predador

natural da levedura (Derengowski et al., 2013), bem como em condição in vivo no

líquido cefalorraquidiano (CSF) de pacientes (Chen et  al.,  2014).  Esses dados

reforçam que  CNAG_00522  é  potencialmente  importante  para  a  sobrevivência

tanto no hospedeiro quanto no ambiente. A análise de centralidade revelou que

CNAG_00522 é um gene bottleneck na rede obtida para as análises do mutante

cna1. Proteínas bottleneck normalmente representam conectores importantes que

podem  ter  um  papel  essencial  em  redes  biológicas  (Yu  et  al.,  2007).  Nesse
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sentido, é possível que esse gene conecte processos essenciais para a adaptação

de C. neoformans a diferentes estresses. O ambiente hospedeiro impõe desafios à

sobrevivência  da  levedura  através  de  processos  como  estresse  oxidativo  e

restrição  nutricional  (Griffiths  et  al.,  2012).  Os  resultados  das  análises  de

enriquecimento funcional das redes evidenciaram ontologias relacionadas a esses

tipos de estresse em relação ao alvo e seus interatores. Além disto, resultados

preliminares  de  RT-qPCR  evidenciaram  que  a  expressão  de  CNAG_00522 é

possivelmente termoregulada, uma vez que os níveis de expressão desse gene

são  maiores  em  culturas  a  37ºC  em  comparação  a  25ºC.   Ainda,  os  níveis

transcricionais de CNAG_00522 nos mutantes crz1 são significativamente maiores

em relação à linhagem selvagem, o que sugere que Crz1 é um regulador negativo

desse  gene.  Porém,  CNAG_00522 não  foi  identificado  como  diferencialmente

expresso  em  nossas  análises  de  expressão  diferencial,  possivelmente  por

variações nas condições de cultivo utilizadas. Constatamos ainda que a expressão

de CNAG_00522 depende da presença do transportador de cálcio vacuolar Pmc1,

validando os resultados obtidos na análise de expressão diferencial. 

Ensaios  funcionais  serão  necessários  para  comprovar  a  participação  de

CNAG_00522 na via de sinalização mediada por cálcio e calcineurina e virulência

de C. neoformans.  
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5. Conclusões

 A  expressão  de  CNAG_00522  é  modulada  pela  atividade  de  PMC1  e

CNA1;

 O produto gênico de CNAG_00522 e seus potenciais interatores diretos e

indiretos  estão  relacionados  a  ontologias  de  processos  basais  celulares

como  estresse  oxidativo,  metabolismo  de  carboidratos  e  produção  de

energia;

 Crz1  é  um  regulador  negativo  da  expressão  de  CNAG_00522,  em

condições dependentes de temperatura. 

 A expressão de CNAG_00522 é positivamente regulada em temperatura

fisiológica do hospedeiro humano. 

 A potencial região regulatória de CNAG_00522 possui motivos de ligação

para os fatores de transcrição Crz1 e Pdr802. 
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6. Perspectivas

Realizar  a  caracterização  funcional  completa  de  CNAG_00522  na  via  de

sinalização cálcio calcineurina em  C. neoformans,  pela execução dos seguintes

objetivos:

 Construir  uma  linhagem  knockout e  complementada  para  o  gene

CNAG_00522 em C. neoformans H99;

 Avaliar  fenótipos  de  estresse  associados  com  a  deleção  de

CNAG_00522 e a via cálcio-calcineurina;

 Determinar  o  perfil  de  expressão de CNAG_00522 em condições de

ativação e inibição da via cálcio-calcineurina;

 Verificar o papel de CNAG_00522 na formação de vesículas e células

gigantes;

 Avaliar  o  perfil  de virulência das linhagens selvagem e mutantes em

modelo de Galleria mellonella e murino;

 Propor um mecanismo de ação de CNAG_00522 durante a interação

com células hospedeiras por dual RNA-seq.
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