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RESUMO 
 
Cryptococcus gattii é um dos agentes etiológicos da criptococose, uma doença com 
cerca de 1 milhão de novos casos anuais e aproximadamente 625 mil óbitos. Embora 
a espécie irmã C. neoformans cause meningite criptocócica em indivíduos 
imunodeprimidos e seja a maior responsável pelo grande número de casos 
diagnosticados; C. gattii infecta indivíduos imunocompetentes causando infecção 
pulmonar. Neste contexto, C. gattii tem recebido crescente atenção desde o surto do 
Noroeste do Pacífico, tendo-se reunido esforços para identificar as variantes genéticas 
das linhagens que provocaram tal evento. Devido as diferenças entre genótipos, 
hipotetiza-se que a ausência da maquinaria do RNA de interferência seja um dos 
mecanismos causadores de mutação e consequente hipervirulência, já que as 
linhagens do genótipo VGII responsável pelo surto não possuem RNAi funcional; e 
mutantes de componentes do RNAi em C. neoformans podem apresentar tal fenótipo. 
Assim, teve este estudo o objetivo de (i) identificar a presença de retrotransposons  
principais alvos da via do RNAi para a defesa da integridade genômica   em linhagens 
de C. gattii; (ii) avaliar a expressão de retrotransposons e a presença de sRNAs 
associados na linhagem R265  representante hipervirulenta do subgrupo VGII; (iii) 
analisar o perfil metabólico da linhagem R265 durante infecção pulmonar em modelo 
murino de criptococose; e (iv) desenvolver uma pipeline automática de predição gênica 
otimizada e validada com C. neoformans, para aplicação em C. gattii R265. Como 
resultados, observou-se que linhagens do genótipo VGII apresentavam um menor 
número de sequências preditas de retrotransposons em seus genomas, quando 
comparadas a linhagens do VGI, a qual possui RNAi funcional. Além disso, pode-se 
inferir a presença de sRNAs associados a estas sequências, e a possível regulação 
das mesmas pela distribuição de sRNAs nas regiões LTR e regiões entre domínios. O 
perfil metabólico de C. gattii R265 durante a infecção murina, por sua vez, demonstrou 
a alta expressão de genes associados a vias de metabolismo de aminoácidos. Tais 
proteínas atuam na utilização de carbono e nitrogênio como fonte para geração de 
intermediários do metabolismo de carboidratos em um cenário de restrição de glicose 
imposto como sistema de defesa do hospedeiro. Por fim, o desenvolvimento de uma 
pipeline de predição gênica automatizada e otimizada resultou em um sistema com 
cerca de 70% dos genes codificantes de C. gattii R265 corretamente anotados.  
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ABSTRACT  
 
Cryptococcus gattii is one of the etiologic agents of cryptococcosis, a disease with 
about 1 million new annual cases and approximately 625,000 deaths. Although sister 
species C. neoformans causes cryptococcal meningitis in immunocompromised 
individuals and is the major responsible for the large number of diagnosed cases; C. 
gattii infects immunocompetent individuals causing lung infection. In this context, C. 
gattii has received increasing attention since the Pacific Northwest outbreak, and efforts 
have been made to identify the genetic variants of C. gattii strains that caused such an 
event. Due to the differences between genotypes, it is hypothesized that the absence 
of interference RNA machinery is one of the mechanisms that cause mutation and 
consequent hypervirulence, since the genotypes of the VGII genotype responsible for 
the outbreak do not have a functional RNAi; and mutants of RNAi components in C. 
neoformans may exhibit such a phenotype. Thus, this study aimed to (i) identify the 
presence of retrotransposons - main targets of the RNAi pathway for the defense of 
genomic integrity - in C. gattii strains; (ii) evaluate the expression of retrotransposons 
and the presence of associated sRNAs in R265 strain - hypervirulent representative of 
subgroup VGII; (iii) analyze the metabolic profile of the R265 strain during lung infection 
in a murine model of cryptococcosis; and (iv) develop an automatic gene prediction 
pipeline, optimized and validated with C. neoformans for application on C. gattii R265. 
As a result, it was observed that VGII genotype strains presented fewer predicted 
retrotransposon sequences in their genomes when compared to VGI strains, which 
have functional RNAi. Furthermore, was possible to infer the presence of sRNAs 
associated with these sequences and their possible regulation by the distribution of 
sRNAs in LTR regions and regions between domains. The metabolic profile of C. gattii 
R265 during murine infection, in turn, demonstrated the high expression of genes 
associated with amino acid metabolism pathways. These proteins act on the use of 
carbon and nitrogen as a source for the generation of carbohydrate metabolism 
intermediates in a glucose restriction scenario imposed as a host defense system. 
Finally, the development of an automated and optimized gene prediction pipeline 
resulted in a system with about 70% of the correctly annotated C. gattii R265 coding 
genes. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

1.1 Impacto do sequenciamento de genomas no entendimento da 
fisiologia fúngica 
 

        
Em 1975, Sanger e colaboradores realizaram o primeiro sequenciamento de um 

genoma, com a determinação da sequência de DNA de 5,4 kb do bacteriófago X174, 

empregando nucleotídeos radio-marcados. Mais tarde, em 1986, Thomas H.  Roderick 

cunhou o termo genômica , como o campo da genética e da biologia molecular para 

o estudo e aplicação de técnicas de sequenciamento de DNA, bem como o uso de 

ferramentas computacionais para a montagem, anotação e análise de genomas 

(HEATHER; CHAIN, 2016; KUO; BUSHNELL; GRIGORIEV, 2014). 

A genômica de fungos, especificamente, estabeleceu-se a partir de 1992, com 

o sequenciamento do cromossomo III da levedura Saccharomyces cerevisiae, o qual 

foi, por sua vez, o primeiro genoma fúngico a ter a sua sequência determinada, em 

1996. Posteriormente, a realização do sequenciamento dos genomas de 

Schizosaccharomyces pombe, Neurospora crassa e Phanerochaete chrysosporium; 

bem como projetos mais amplos para determinação da sequência de genomas de 

fungos, como do Fungal Genome Initiative (Broad Institute), em 2000, Génolevures, 

em 2004, e 1000 Fungal Genomes Project, tem contribuído para um maior 

conhecimento e entendimento acerca de genomas fúngicos (KUO; BUSHNELL; 

GRIGORIEV, 2014). 
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Com um número estimado entre 1.5 e 5 milhões de espécies, o grupo 

monofilético dos  tem uma história evolutiva estimada 

em mais de 1 bilhão de anos, abrangendo organismos heterotróficos com uma variada 

gama de interações mutualistas, comensais ou parasitas (MOHANTA; BAE, 2015). 

Estas, como fator e produto da seleção purificadora, positiva e neutra sobre a evolução 

da estrutura e organização gênica, levaram ao desenvolvimento de ciclos de vida, 

metabolismos, morfogêneses e ecologias inteiramente distintos (CHOI; KIM, 2017; 

STAJICH, 2017). 

Neste contexto, diferentes interesses e necessidades são relacionados à 

crescente demanda de sequenciamento de genomas fúngicos, os quais, muitas vezes, 

funcionam como modelos mais simples para estudos de sistemas eucarióticos. O baixo 

custo e maior rapidez das tecnologias de sequenciamento de segunda geração 

(second-generation ou next-generation sequencing  NGS) como SOLiD, 

Illumina/Solexa e Ion Torrent em comparação com os métodos Sanger tradicionais; 

bem como a maior disponibilidade de ferramentas de bioinformática, tem incentivado 

o desenvolvimento de inúmeras pesquisas com os patógenos humanos Candida 

(JONES et al., 2004), Coccidioides (SHARPTON et al., 2009), Histoplasma 

(SEPÚLVEDA et al., 2017; SHARPTON et al., 2009) e Aspergillus (HAGIWARA et al., 

2014; MACHIDA et al., 2005); dentre outros (SHARMA, 2015).  

Recentemente, o desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de 

terceira geração com os reads longos e contíguos do Pacific Biosciences (PacBio) e 

Oxford Nanopore Technologies tem contribuído com a montagem e anotação de 

genomas eucarióticos maiores, mais complexos e com alta qualidade (COOK et al., 
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2019). Outra vantagem refere-se ao sequenciamento de genomas de fungos 

dicarióticos: devido à alta heterozigosidade, as montagens genômicas a partir de reads 

curtos tornam-se altamente fragmentadas e sequências específicas de cada haplótipo 

são perdidas pelo colapso de reads e formação de sequências consenso. Para tanto, 

sequenciamentos de reads longos constituem uma alternativa já amplamente utilizada 

em diversos trabalhos, como na investigação de polimorfismos associados as 

diferenças entre linhagens clínicas e ambientais de Penicillium capsulatum (YANG et 

al., 2016) e na identificação de mutações que conferem resistência a fungicidas em 

Botrytis cinerea (KAN et al., 2017).    

Sequências genômicas, desta forma, possibilitam análises e predições in silico, 

identificando e caracterizando sequências codificantes, transposons, regiões 

regulatórias, polimorfismos e outros elementos que afetam a plasticidade genômica, a 

qual pode conferir diferentes fenótipos frente as pressões seletivas e adaptativas do 

meio externo. O sequenciamento de genomas, assim sendo, possibilitou a 

identificação da base genética associada a diversos fenótipos, como, por exemplo, a 

expansão da família de receptores acoplados à proteína G no fitopatógeno 

Magnaporthe grisea (DEAN et al., 2005); a ausência de famílias gênicas com domínios 

de ligação à celulose em ascomicetos Onygenales (SHARPTON et al., 2009); a 

ausência do cluster de biossíntese da fumitremorgina no genoma de Aspergillus 

novofumigatus (KJÆRBØLLING et al., 2018); e a expansão da família gênica contendo 

domínio para subtilisina N em Coccidioides (SHARPTON et al., 2009).  

Cerca de 1000 espécies fúngicas tem seus genomas sequenciados e 

publicamente disponíveis. Entretanto, apesar de mais de 90% das espécies fúngicas 
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conhecidas pertencerem aos filos Ascomycota e Basidiomycota, apenas 85 famílias 

em Ascomycota e 66 em Basidiomycota possuem mais de um genoma representativo, 

sendo a proporção de espécies sequenciadas correspondente ao número de espécies 

conhecidas; e, grande parte destas, espécies patogênicas (AYLWARD et al., 2017).  

Embora S. cerevisiae tenha sido o primeiro genoma fúngico sequenciado, 

montado e anotado, devido à importância biotecnológica da espécie, sua estrutura 

genômica é relativamente simples, não sendo representativa para a maioria dos 

genomas fúngicos, os quais, muitas vezes, são compostos por grandes e numerosas 

regiões repetitivas, genes longos e ricos em íntrons, duplicações gênicas, 

polimorfismos e eventos de splicing alternativo (KUO; BUSHNELL; GRIGORIEV, 

2014).  

Assim, o sequenciamento de diferentes genomas, abrangendo microsporídeos 

(tamanho do genoma de cerca de 2 Mb) a Pucciniales (Basidiomycota) (tamanho do 

genoma de cerca de 900 Mb), possibilita a investigação dos fatores relacionados a tais 

expansões e reduções genômicas, quando a maior parte dos genomas publicados 

apresentam tamanhos entre 30 e 40 Mb. Portanto, expansão e redução genômica tem 

sido, diversas vezes, diretamente associados ao fenótipo. Eventos de redução são 

comumente relacionados a genomas de parasitas obrigatórios, como resultado da 

pressão seletiva da interação patógeno-hospedeiro, e evolução da especificidade. 

Como resultado, estes eventos podem levar ao aumento de cópias de genes, bem 

como a contração de famílias gênicas, como observado na alteração entre os perfis 

generalista e especialista, em espécies de Metarhizium. Os eventos independentes de 

redução genômica em fungos leveduriformes como Schizosaccharomyces e 
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Cryptococcus, todavia, são implicados como resultado da transição para a forma de 

vida unicelular (STAJICH, 2017).  

A expansão genômica, diferentemente, pode ser consequência do relaxamento 

da seleção purificadora em decorrência do tamanho populacional efetivo da espécie, 

de modo que adições deletérias ao genoma podem acumular em populações menores 

(AYLWARD et al., 2017; MOHANTA; BAE, 2015; STAJICH, 2017). Assim como 

expansões genômicas em espécies patogênicas de plantas podem ser decorrentes da 

propagação de retrotransposons e outros elementos móveis, com a manutenção de 

semelhante número de genes codificantes a espécies de genomas menores 

(STAJICH, 2017).  

Outro importante aspecto relacionado aos sequenciamentos de genomas, diz 

respeito aos estudos evolutivos produzidos a partir de tais dados. Estudos evolutivos 

são normalmente gerados através de análises filogenéticas de um restrito número de 

genes ortólogos altamente conservados. No entanto, este sistema pode não 

representar a verdadeira relação evolutiva entre organismos, já que não refletem todo 

conjunto gênico de uma espécie. A análise em nível genômico, desta forma, fornece 

diversas informações valiosas para o entendimento da fisiologia, bem como das 

relações evolutivas, refletidas em eventos de macro e microescala. Estudos 

filogenéticos com o pool completo de sequências de genes codificantes de diversos 

genomas de espécies de Microsporidia desafiam as relações de parentesco com 

outros grupos fúngicos; apontando uma possível origem de um ancestral protista 

(CHOI; KIM, 2017). Ademais, informações precisas de estruturas gênicas podem 

facilitar o delineamento da base molecular das variações fenotípicas ao longo da 
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evolução, pela identificação de eventos que alterem as taxas evolutivas, bem como 

levem a perda ou aquisição de novos genes ou vias metabólicas; e, por consequência, 

a divergência e adaptação de organismos geneticamente próximos a ciclos de vida e 

processos biológicos distintos; bem como a convergência de diferentes organismos a 

modos de vida semelhantes (STAJICH, 2017).  

 

1.1.1 Estudos de transcritomas fúngicos 

 

A transcritômica é o estudo de todo o conjunto de moléculas de RNAs 

sintetizados por uma célula ou um conjunto de células. Proposta em 1996, por Charles 

Auffray, a transcritômica constitui parte fundamental da genômica para a interpretação 

dos elementos funcionais do genoma (BHADAURIA et al., 2007; SRIVASTAVA; 

GEORGE; KARUTURI, 2018; WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Assim, a 

transcritômica tem por objetivos mais comuns: (i) identificar e caracterizar moléculas 

de RNA, como mRNAs, RNAs não codificantes e pequenos RNAs; (ii) reconhecer e 

- UTRs, 

sítios de início da transcrição e sequências codificantes, íntrons, éxons, sítios de 

splicing canônicos e splicing alternativos, dentre outros); e (iii) detectar transcritos 

gênicos, e sua relativa abundância, durante diferentes fases do ciclo celular, bem como 

diferentes condições biológicas (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).  

Desde o surgimento dos microarrays, na década de 1990, tem sido possível 

analisar os padrões de expressão de genes conhecidos (codificantes ou não-

codificantes), em diferentes populações de células e condições. Fundamentados pela 
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técnica de hibridização dupla fita, empregando oligonucleotídeos ou sondas marcadas 

de cDNA ancoradas a superfície para detecção de sinal, os microarrays conseguem 

detectar a expressão de transcritos hibridizados (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 

2009). Contudo, foi apenas com o desenvolvimento de tecnologias como o 

sequenciamento de RNA (RNA-Seq) que a obtenção de dados mais precisos de 

quantificação da expressão gênica (sem o viés de genes muito ou pouco expressos), 

bem como a identificação de novos genes e isoformas, com a detecção de padrões de 

splicing alternativo ao longo do desenvolvimento celular, foi possibilitada. 

(SRIVASTAVA; GEORGE; KARUTURI, 2018).  

Neste contexto, a análise de dados de RNA-Seq de diferentes espécies 

fúngicas possibilitou a confirmação da presença de isoformas gênicas para todas as 

espécies analisadas, com taxas entre 0.82% (Candida parapsilosis) a 38.82% 

(Histoplasma capsulatum) dos genes. A avaliação dos diferentes padrões de splicing 

alternativo, a partir das informações obtidas pelo mapeamento dos reads contra os 

genomas constatou, ainda, a prevalência do mecanismo de retenção de íntrons em 

fungos; bem como a maior frequência destes eventos em condições de estresse, 

afetando, assim, genes de diversas funções regulatórias (SIEBER et al., 2018).  

Eventos essencialmente procarióticos, como a transcrição de mRNAs 

policistrônicos, têm sido reconhecidos em espécies de fungos pelo sequenciamento 

de reads longos. Em algumas espécies de basidiomicetos, cujos genomas são ricos 

em íntrons, até 8% dos genes transcritos são policistrônicos. Em N. crassa, no entanto, 

unidades de transcrição policistrônicas não foram encontradas, e especula-se a 

associação com o mecanismo de silenciamento induzido por mutação (RIP), devido 
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ao enriquecimento de duplicações gênicas in tandem nessas unidades (GORDON et 

al., 2015).  

A descoberta de novos transcritos de RNA na década de 1980, após o 

estabelecimento do dogma central da biologia molecular (RNA como intermediário 

entre DNA e proteína), possibilitou a caracterização de novas funções associadas a 

estas moléculas, como a atividade catalítica sob forma de ribozimas e regulação da 

expressão gênica por micro RNAs (miRNAs) e RNAs longos não codificantes 

(lncRNAs) (SRIVASTAVA; GEORGE; KARUTURI, 2018).  

Assim, o conjunto inicial de mRNAs, tRNAs e rRNAs deu lugar a um grupo maior 

e mais diverso de transcritos, o qual inclui os pequenos RNAs nucleares (snRNA), 

pequenos RNAs nucleolares (snoRNA), pequenos RNAs de interferência (siRNAs), 

miRNAs, lncRNAs e pseudogenes. Enquanto ncRNAs como tRNAs, rRNAs, snRNAs 

e snoRNAs podem ser constitutivamente expressos e associados a viabilidade celular, 

ncRNAs regulatórios são comumente expresso em estágios específicos do 

desenvolvimento, ou em resposta a condições ambientais (DONALDSON; SAVILLE, 

2012). Em espécies como Ustilago maydis, a avaliação de ncRNAs tem identificado a 

presença de transcritos antisenso (NATs), os quais apresentam complementariedade 

de sequência com mRNAs; e cuja deleção de promotores associados é relacionada a 

redução da virulência (DONALDSON; SAVILLE, 2013). Por outro lado, em S. 

cerevisiae, NATs são produzidos em resposta à disponibilidade de nitrogênio, fontes 

alternativas de carbono e retrotransposons Ty1 (DONALDSON; SAVILLE, 2012).   

RNAs atuam em uma variada gama de atividades celulares, com padrões de 

expressão/síntese específicos e fornecem uma grande quantidade de informações 
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acerca da fisiologia; de forma que variações na composição do transcritoma auxiliam 

no entendimento de alterações e mecanismos celulares de resposta em processos 

biológicos (SRIVASTAVA; GEORGE; KARUTURI, 2018). A transição do 

enriquecimento funcional de processos relacionados à tradução, divisão celular, 

metabolismo primário e respiração, nos primeiros dias de infecção; para indução de 

catabolismo proteico e autofagia, em fitopatógenos como U. maydis, representa bem 

a relação entre o transcriptoma e o ciclo de vida (LANVER et al., 2018). Da mesma 

forma, a transição de levedura para fungo filamentoso, em espécies patogênicas da 

Candida (MUÑOZ et al., 2019; WU et al., 2016) mostra que a alteração da expressão 

de genes associados a filamentação e remodelamento da parede celular levam a 

diminuição do estado pró inflamatório das células hospedeiras (MUÑOZ et al., 2019).  

Desta forma, tem a transcritômica o intuito de entender como diferentes 

organismos respondem às mudanças ambientais. E neste contexto, é importante 

ressaltar que tanto a qualidade do genoma sequenciado, quanto a acurácia da 

anotação desempenham papel determinante em diversas análises; especialmente 

aquelas que dependem de métodos sensíveis a erros de sequência, como o estudo 

da evolução de genes sujeitos a seleção positiva associados a virulência e adaptação 

(MUÑOZ et al., 2014).   

 

1.1.2 Impacto de transcritomas na anotação gênica 

 

Genomas fúngicos diferem de genomas de eucariotos superiores, 

especialmente no que diz respeito à densidade gênica e tamanho de regiões 
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intrônicas. Nestes aspectos, genes fúngicos apresentam íntrons menores, e menos 

eventos de splicing alternativo; embora a retenção de íntrons ainda seja o evento de 

splicing alternativo predominante neste grupo. Quanto à densidade gênica, observa-

se frequentemente em genomas de fungos, a sobreposição de UTRs de genes 

adjacentes no genoma; especialmente sobreposições senso-antisenso (S-AS). Nestes 

casos, protocolos de sequenciamento que permitam a identificação da fita de origem 

do transcrito (RNA-Seq stranded) auxiliam na detecção da correta estrutura gênica 

(TESTA et al., 2015).  

Anotações de genomas fúngicos têm sido comumente derivadas de predições 

ab initio, ou seja, a predição das estruturas gênicas baseia-se em sequências do 

genoma; ou pela homologia de sequência proteica com espécies relacionadas. Para 

predições ab initio, modelos estatísticos são treinados para encontrar assinaturas de 

éxons, íntrons, sítios de splicing, códons de ínicio e terminação e de DNA não 

codificante de regiões intergênicas. O treinamento destes modelos, por sua vez, é 

geralmente baseado em estruturas gênicas conhecidas de espécies de referência, ou 

de espécies relacionadas que possuam genomas anotados (HAAS et al., 2011). Em 

genomas de leveduras, por exemplo, a inferência de estruturas é relativamente 

simples, dada a pequena quantidade de genes com introns (~4%). Contudo, para a 

anotação completa destes organismos, o uso de outros modelos gênicos de fungos 

leva à predição de numerosos íntrons não existentes (PROUX-WÉRA et al., 2012).   

Embora métodos de predição baseados em homologia constituam uma forte 

evidência para a localização de proteínas ortólogas em genomas de espécies 

relacionadas; para muitos fungos, espécies próximas não foram analisadas de forma 
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acurada, de modo que o conjunto de dados passível de ser utilizado é pequeno ou não 

confiável. Ademais, a ausência de homologia, ou a baixa similaridade de sequências 

pode levar a predições parciais de estruturas gênicas; bem como a não predição de 

sequências específicas de um genoma. Ferramentas como o BLAST, embora rápidas, 

não são altamente específicas para a detecção dos limites de éxons, pois não 

preconizam a identificação de Open Reading Frames (ORFs) nas sequências 

avaliadas. Assim, programas, como Exonerate e GeneWise, são frequentemente 

usados para o alinhamento de sequências de proteínas de referência a outros 

genomas, a fim de obter informações mais precisas a respeito de sítios de splicing e 

estrutura gênica (YANDELL; ENCE, 2012). 

A necessidade de sistemas de predição acurados, automatizados e que possam 

se adaptar às características específicas de cada genoma, por consequência, é 

recorrente em um cenário em que a anotação manual ainda é considerada o método 

mais confiável para a produção de uma anotação de alta qualidade. Assim, a 

possibilidade de incorporação de dados de RNA-Seq, que reflitam não apenas o 

estado fisiológico do organismo, mas também as características reais de composição 

e funcionalidade de diferentes genes e genomas, torna-se um desafio na otimização 

destas pipelines (PROUX-WÉRA et al., 2012; TESTA et al., 2015). 

Diversos programas utilizam montagens de transcritos a partir de reads de 

RNA-Seq para a correção e validação das coordenadas de íntrons e éxons em 

estruturas gênicas preditas. Igualmente, tais dados podem ser usados para o 

treinamento destes programas em predições ab initio. A utilização de bibliotecas de 

RNA-Seq para a predição gênica geralmente é precedida pela montagem dos 
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transcritos. Este processo, por sua vez, pode ser realizado de forma dependente ou 

independente do genoma. A forma independente, através de uma montagem de novo 

dos reads sequenciados, com ferramentas como ABySS, SOAPdenovo e Trinity; pede 

o posterior alinhamento destes transcritos ao genoma, como ESTs. A montagem 

dependente, entretanto, realiza o mapeamento dos reads sequenciados diretamente 

contra o genoma, com programas alinhadores como TopHat, GMAP e STAR; seguido 

pela montagem dos alinhamentos em transcritos, com programas como o Cufflinks 

(YANDELL; ENCE, 2012).  

Preditores híbridos, como o programa CodingQuarry, atuam em duas etapas. A 

primeira etapa consiste da incorporação de predições diretas das sequências de 

transcritos (geradas pelo programa Cufflinks) de regiões suportadas por dados de 

RNA-Seq. A segunda etapa, utiliza tais dados no treinamento do algoritmo de 

identificação (cuja estatística é baseada no modelo oculto de Markov) para predições 

com a sequência genômica (ab initio), a partir da fixação de valores específicos para 

o reconhecimento dos códons de início e parada, sequência codificante e sítios de 

splicing (TESTA et al., 2015).   

O programa AUGUSTUS, por sua vez, permite ao usuário incorporar dados de 

RNA-Seq, os quais são utilizados para melhorar a acurácia da predição, através de 

treinamento do algoritmo de identificação. A pipeline automática BRAKER1, de forma 

similar, realiza o treinamento iterativo e predição das estruturas gênicas iniciais com o 

programa GeneMark-ET; e, posteriormente, utiliza os genes preditos para o 

treinamento da predição ab initio, com a integração de informações do RNA-Seq à 

predição final (HOFF et al., 2016).  
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Nos últimos anos, diversos estudos têm usado dados de RNA-Seq para a 

correção de estruturas gênicas anotadas ab initio, identificação de regiões UTR, 

isoformas, sítios de splicing alternativo, polimorfismos e novos genes; além de validar 

estudos filogenéticos que relacionam alterações fisiológicas e especiação a eventos 

de retração e expansão de famílias gênicas (MUSZEWSKA et al., 2017; WU et al., 

2016). A anotação do genoma de Histoplasma capsulatum G186A com o software 

PASA, por exemplo, levou à predição de 9359 genes, dos quais 77% apresentam 

íntrons. Neste mesmo estudo, a comparação de estruturas de genes discordantes 

preditas ab initio e estruturas baseadas em RNA-Seq demonstrou que esta última 

melhora significativamente a acurácia da predição da estrutura gênica (EDWARDS et 

al., 2013).  

No mesmo contexto, a montagem do genoma e anotação de três linhagens do 

fitopatógeno Leptosphaeria maculans levou à predição de mais de 12000 genes 

codificantes de proteínas; dentre os quais um expressivo número de genes efetores 

codificantes de pequenas proteínas secretadas (SSPs). Geralmente presentes em 

fases específicas do parasitismo, as SSPs não são comumente identificadas durante 

a predição gênica, de forma que o número aumentado de sequências reflete a maior 

acurácia da anotação baseada em RNA-Seq (DUTREUX et al., 2018).  

 

1.2 Elementos transponíveis 

 

Uma das grandes possibilidades que as tecnologias de sequenciamento e 

montagem de genomas proporcionaram foi a análise da composição e efeito de 
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sequências repetitivas, especialmente elementos transponíveis, sobre a estabilidade 

genômica e expressão gênica. Elementos transponíveis (TE) são sequências 

repetitivas de DNA que s

 (Figura 1).  

Elementos transponíveis de Classe II, classicamente, codificam transposases 

de domínio DDE para os processos de transposição de sequências de DNA. No 

entanto, podem apresentar diferentes mecanismos em algumas famílias de elementos. 

A presença de motivos conservados no domínio nuclease, bem como as 

características das repetições invertidas terminais (TIRs) e duplicações curtas (4 6 pb) 

geradas em sítios alvo (TSDs) determinam as famílias dos elementos, as quais são 

agrupadas conforme o mecanismo de transposição. Transposons de DNA das 

superfamílias Tc1/Mariner, hAT, MULE, PiggyBac, PIF-Harbinger e Merlin, mais 

comumente encontrados em fungos, utilizam uma nuclease DDE ou transposase para 

a clivagem da sequência dupla fita de DNA do genoma e posterior inserção no sítio 

alvo. Elementos do tipo Maverick/Polintons, por sua vez, apresentam replicação do 

tipo círculo rolante; ao passo que Helitrons não tem seu mecanismo de transposição 

completamente elucidado (MUSZEWSKA et al., 2017). 
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Figura 1. Mecanismos de transposição de elementos móveis no genoma. A 
Replicação clássica de retrotransposons LTR (Classe I). B Replicação clássica de 
transposons de DNA (Classe II). Abreviações LTR (repetições terminais longas), AP 
(aspartil protease), RT (transcriptase reversa), RH (RNase H), INT (integrasse), TIR 
(repetições terminais invertidas). Obtido de (PAUN; KEMPKEN, 2015). 

 

Elementos transponíveis de classe I, ou retrotransposons, são replicados 

através de um intermediário de RNA (Figura 1), sendo, geralmente, sequências 

autônomas que codificam sua própria transcriptase reversa e tem, tipicamente entre 5 

a 10 kb de tamanho. Estas sequências podem ser divididas em cinco principais 

classes: (i) retrotransposons LTR (Long Terminal Repeats); (ii) retrotransposons não-

LTR ou LINE (Long Interspersed Nuclear Elements); (iii) elementos não-autônomos 

SINE (Short Interspersed Nuclear Elements); (iv) retotransposons PLE (Penelope-like 

elements) . Dentre as cinco 

classes, os retrotransposons LTR constituem o grupo predominante de elementos 

móveis nos genomas fúngicos. No entanto, isso se deve, possivelmente, a algumas 
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características intrínsecas a sequência e composição das famílias de elementos 

(CHÉNAIS et al., 2012; GOODWIN; POULTER, 2001).   

Retrotransposons LINE são compostos por duas ORFs, a primeira codifica uma 

proteína de ligação ao RNA, a qual se associa com o transcrito intermediário. A 

segunda, codifica a nuclease e transcriptase reversa, podendo também codificar a 

RNAse H. Embora sejam os elementos mais semelhantes a organização dos 

retrotransposons LTR, não possuem repetições terminais e tem sido mais associado 

a genomas de eucariotos superiores, especialmente animais. Nestes organismos, 

apresentam taxas evolutivas menores, se comparados a retrotransposons de 

genomas fúngicos. Além disso, não compõem mais de 0.5% de alguns genomas 

representativos, os quais possuem, geralmente, entre 10 e 15% de DNA repetitivo. S. 

cerevisiae, bem como S. pombe, não apresentam retrotransposons não-LTR preditos 

(NOVIKOVA; FET; BLINOV, 2009). Elementos SINE, de forma contrária, são 

pequenas sequências não autônomas, de aproximadamente 300 pb, os quais 

dependem de proteínas codificadas por outros elementos para a sua própria 

transposição. Possuem características do promotor interno da RNA polimerase III.  

Retrotransposons PLE, por sua vez, apresentam domínio de endonuclease 

GIY-YIG, habilidade de reter introns e uma transcriptase reversa pertencente a um 

clado irmão das telomerases. Prevalente em animais, sua presença no genoma de 

fungos foi identificada apenas em Coprinus cinereus e P. chrysosporium 

(ARKHIPOVA, 2006). Por fim, retrotransposons YR, possuem três genes: gag, pol 

(composto por uma transcriptase reversa e uma RNAse H) e tirosina recombinase, 
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flanqueados com repetições terminais (MUSZEWSKA; STECZKIEWICZ; GINALSKI, 

2013). São encontrados em algumas poucas espécies. 

Retrotransposons LTR possuem, de forma geral, dois genes: gag 

(Groupspecific AntiGen) e pol, normalmente localizados em duas diferentes ORFs; no 

entanto, em alguns retrotransposons LTR, uma única ORF com gag e pol é separada 

por uma mudança da fase de leitura ou um códon de parada (HAVECKER; GAO; 

VOYTAS, 2004). Genes gag codificam as proteínas que formam as VLPs (Virus-Like 

Particles). Genes pol, por sua vez codificam o polipeptídeo composto por (i) integrase, 

(ii) ribonuclease H, (iii) transcriptase reversa, e (iv) aspartil protease (ALZOHAIRY et 

al., 2013). Em cada extremidade dos retrotransposons LTR, existem longas repetições 

(geralmente entre 100 e 500 nt) necessárias ao ciclo de replicação, as quais contém o 

promotor e regiões regulatórias da transcrição (DONNART et al., 2017).  

Conforme a similaridade das sequências da transcriptase reversa e 

organização das subunidades do gene pol, os retrotransposons LTR podem ser 

agrupados em quatro grandes famílias: Pseudoviridae, do qual fazem parte os 

retrotransposons tipo Copia (Ty1, Ty2, Ty4 e Ty5); Metaviridae, composta pelos 

retrotransposons tipo Gypsy (Ty3); Belpaoviridae, composta pelos retrotransposons 

tipo Bel/Pao; e Retroviridae, do qual fazem parte os retrovírus endógenos 

(DODONOVA et al., 2019). Dentre estas famílias de retrotransposons LTR, Gypsy /Ty3 

e Copia /Ty1  são as mais prevalentes em genomas fúngicos, podendo apresentar 

inserção sítio-alvo específica, de forma que retrotransposons Ty1 (Copia) são 

inseridos preferencialmente em regiões à montante de genes transcritos pela RNA 

polimerase III; Ty3 (Gypsy) estão próximos a sítios de início de transcrição de tRNAs; 
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e Ty5 (Copia) tendem a regiões de heterocromatina, como telômeros e loci de mating 

(MUSZEWSKA; HOFFMAN-SOMMER; GRYNBERG, 2011; NEUVÉGLISE et al., 

2002). Retrotransposons LTR Tf1 (Ty3) de S. pombe, entretanto, inserem-se 

preferencialmente em regiões próximas a promotores de genes associados ao 

estresse, aumentando sua expressão (LEEM et al., 2008); enquanto elementos móveis 

de Coccidioides immitis e Coccidioides posadasii (majoritariamente Gypsy/Ty3) estão 

próximos a genes de fosforilação (KIRKLAND; MUSZEWSKA; STAJICH, 2018). 

Dentre todas as classes de elementos transponíveis, os retrotransposons 

(Classe I) são encontrados com maior abundância em espécies fúngicas (Figura 2), 

particularmente LTR retrotransposons Ty3/Gypsy (DESJARDINS et al., 2011; 

KIRKLAND; MUSZEWSKA; STAJICH, 2018; MUSZEWSKA et al., 2017; 

MUSZEWSKA; HOFFMAN-SOMMER; GRYNBERG, 2011), dos quais, grande parte é 

classificada no subclado Chromovirus devido a presença de um cromodomínio de 

remodelamento da cromatina e regulação da expressão gênica, próximo a região C-

terminal da integrase (MUSZEWSKA; HOFFMAN-SOMMER; GRYNBERG, 2011). 

Transposons da superfamília Tc1/Mariner, por sua vez, são os elementos de Classe II 

mais comumente encontrados no genoma de fungos, sendo correlacionados com a 

expansão do tamanho genômico. Sob condições normais, elementos transponíveis 

permanecem silenciados. Entretanto, condições estressantes podem desencadear a 

ativação destes elementos, criando, muitas vezes, uma correlação entre a abundância 

de elementos transponíveis no genoma e o modo de vida do organismo 

(MUSZEWSKA et al., 2017). Alguns estudos têm elucidado os efeitos significativos de 

elementos transponíveis como uma força evolutiva, levando à perda de sintenia, 
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inativação ou remoção de genes avirulentos e expansão genômica (CHÉNAIS et al., 

2012; NUNES et al., 2011).  

 

 

Figura 2. Filogenia e quantificação de elementos transponíveis de dezoito 
espécies fúngicas. Árvore construída com base em 551 genes; e inferida pelo 
programa RAxML com método de máxima verossimilhança e 100 bootstraps. 
Percentagens dos gaps de montagem são apresentados ao lado das barras. Linhas 
tracejadas são usadas para alinhar cada ramificação à ponta. Adaptado de 
(CASTANERA et al., 2016).  

 

A inserção de elementos transponíveis próximo a genes pode levar a mudanças 

nos padrões de expressão gênica, enquanto inserções dentro dos genes, modificam a 
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estrutura gênica (KIRKLAND; MUSZEWSKA; STAJICH, 2018). Em algumas espécies,  

a metilação de sequência de elementos transponíveis leva à repressão de genes 

adjacentes, flanqueados por essas sequências em uma janela de 1 kb (CASTANERA 

et al., 2016; KIRKLAND; MUSZEWSKA; STAJICH, 2018). Além disso, elementos 

transponíveis também podem atuar na regulação (ou serem regulados) de clusters de 

genes próximos, como observado para os genes do cluster da penicilina em 

Aspergillus nidulans (SHAABAN et al., 2010); e de metabólitos secundários do fungo 

mutualista Epichloë festucae (CHUJO; SCOTT, 2014), e do fitopatógeno 

Colletotrichum truncatum (RAO et al., 2018). 

 

1.3 RNA de interferência 

 

A abundância de elementos transponíveis em um genoma depende tanto da 

capacidade de propagação destes elementos, quanto da capacidade do organismo de 

inativar este processo. Devido aos efeitos potencialmente deletérios para o fitness, 

organismos hospedeiros frequentemente desenvolvem mecanismos de defesa que 

limitam a atividade de tais elementos, como a metilação do DNA para formação de 

heterocromatina, silenciamento pela via do RNA de interferência, repressão por 

pequenos RNAs derivados de tRNA; e mutações pontuais induzidas por repetição 

(GOODWIN; POULTER, 2001; MUSZEWSKA et al., 2019).  

A função de pequenos RNAs (sRNAs) como um mecanismo de defesa contra 

elementos móveis é amplamente conservada na via mediada pelo RNA de 

interferência. Em organismos eucarióticos, sRNAs com função regulatória podem ser 
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genericamente classificados em três classes: (i) siRNAs; (ii) miRNAS; e (iii) piRNAS. 

Diferentemente das duas primeiras classes, piRNAs constituem uma classe de sRNAs 

de silenciamento específica de animais, a qual se liga a proteínas Argonauta do clado 

PIWI, e não AGO (OZATA et al., 2019).  

Pequenos RNAs de interferência (siRNAs) podem ser produzidos a partir de 

transcritos exógenos (dsRNA viral); transcritos endógenos de sequências repetitivas 

(como elementos transponíveis); ou transcritos que formam longos grampos; podendo 

ser dependentes da RNA polimerase dependente de RNA (RdRP) para a produção 

dos transcritos dupla fita. Além disso, apresentam total complementariedade de bases 

com os mRNAs alvo, podendo levar a clivagem destes, ou o silenciamento 

transcricional (DANG et al., 2011).  

A análise de sRNAs em fungos tem possibilitado a identificação de sRNAs 

-CAP e poliadenilados, bem como sRNAs associados a genes 

codificantes, tRNAs, rRNAs, snRNAs, elementos repetitivos e regiões intergênicas 

(Tabela 1); de forma que sRNAs podem estar associados ao silenciamento de 

retrotransposons, bem como a regulação de diversos processos biológicos 

(CARRERAS-VILLASEÑOR et al., 2013; NUNES et al., 2011). Curiosamente, espécies 

de leveduras que não apresentam conservados todos os componentes canônicos da 

via de RNAi podem apresentar sRNAs, sendo, grande parte, sRNAs associados a 

retrotransposons (DRINNENBERG et al., 2009).  

Pequenos RNAs de interferência independentes de Dicer (disiRNAs) se 

originam de regiões genômicas não-repetivas (regiões gênicas ou intergênicas), 

pareiam com as fitas senso e antisenso do DNA em N. crassa e tem sua biogênese 
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também independente de RdRP e Argonauta. Pequenos RNAs exônicos (ex-siRNAs) 

de Mucor circinelloides e Rhizophagus irregularis (SILVESTRI et al., 2019) apresentam 

complementariedade de sequência com éxons e são dependentes de RdRP e Dicer 

(DANG et al., 2011). 

  

Tabela 1 Classes de sRNAs dependentes de RNAi em fungos. Adaptado de 
(NICOLÁS; RUIZ-VÁZQUEZ, 2013) 

Função Nome Acrônimo Indutor Primeiramente 
descrito 

D
ef

e
s

a
 

 

Pequenos RNAs interferentes SiRNAs 

Transgenes 
integrativos 

Neurospora crassa 

Transgenes  não 
integrativos 

Mucor circinelloides 

Transposons Neurospora crassa 

Vírus 
 

Cryphonectria 
parasítica 

Pequenos RNAs Interferentes 
associados ao MSUD 

masiRNAs DNA não pareado Neurospora crassa 

Pequenos RNAs Interferentes 
do SIS 

SIS siRNAs Transgenes 
repetitivos 

Cryptococcus 
neoformans 

R
eg

u
la

ç
ão

 g
ên

ic
a

 
e

n
d

ó
g

e
n

a
 

Pequenos RNAs Interferentes 
Exônicos 

ex-siRNAs Transcrição 
regular 

Mucor circinelloides 

Micro RNAs like milRNAs Transcrição 
regular 

Neurospora crassa 

Pequenos RNAs Interferentes siRNAs Transcrição em 
heterocromatina 

Schizosaccharomyc
es pombe 

Pequenos RNAs interatuantes 
a QDE-2 

qiRNAs Dano no DNA Neurospora crassa 

 

Os miRNAs, por sua vez, são gerados a partir de genes de miRNAs, os quais 

geram transcritos de fita simples que formam estruturas em grampo; podem não 

apresentar total complementariedade de bases com o alvo e levam à degradação do 
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mRNA ou repressão da tradução (DANG et al., 2011). Embora não presentes em 

fungos (miRNAs canônicos), a identificação de miRNAs-like (milRNAs) em N. crassa, 

permitiu o reconhecimento de moléculas produzidas por um mecanismo similar. Dentre 

as classes de milRNAs, quatro são descritas de acordo com a importância das 

proteínas Dicer e Argonauta para a produção de pré-milRNAs e milRNAs maduros. 

Deste modo, milR-2 são independentes de Dicer e dependentes de Argonauta; milR-3 

e milR-4 são completa ou parcialmente dependentes de Dicer e independentes de 

Argonauta para a produção do milRNA maduro; e milR-1, é completamente 

dependente de Dicer e Argonauta (LEE et al., 2010). Similarmente, milRNAs tem sido 

descritos em outras espécies como Penicillium marneffei (LAU et al., 2013), Fusarium 

oxysporum (CHEN et al., 2014a), Fusarium graminearum (CHEN et al., 2015), 

Aspergillus fumigatus (ÖZKAN et al., 2017) e Trichophyton rubrum (WANG et al., 

2018).  

A expressão diferencial de milRNAs e siRNAs em diferentes fases de 

desenvolvimento ou condições ambientais, indicam que estas moléculas podem estar 

envolvidas na regulação de diversos processos celulares, como a manutenção da 

integridade genômica contra elementos móveis (DRINNENBERG et al., 2009; 

NGUYEN et al., 2018; NICOLAS et al., 2010; NOLAN et al., 2005; NUNES et al., 2011), 

resposta ao estresse (MENG et al., 2017; TRIEU et al., 2015; YANG, 2015) e regulação 

do processo morfológico (LAU et al., 2013; NICOLÁS et al., 2015; RAMAN et al., 2017; 

WANG et al., 2018). Em epimutantes de M. circinelloides, sRNAs antisenso específicos 

ao gene fkbA conduzem à degradação do mRNA alvo e conferem resistência aos 

antifúngicos FK506 e rapamicina (CHANG et al., 2019). Sclerotinia sclerotiorum 
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(DERBYSHIRE et al., 2018) e B. cinerea (WEIBERG et al., 2013)  silenciam 

componentes do sistema imune em diversos hospedeiros através da produção de 

sRNAs associados a retrotransposons.  

RNAs de interferência desempenham papel crítico na regulação gênica, 

estrutura cromossômica e estabilidade genômica, de forma que a função conservada 

da via de RNAi é proteger o genoma da invasão de elementos móveis (WANG et al., 

2010). A via do RNAi medeia a degradação de mRNA dependente de homologia com 

pequenas moléculas de RNA e é um mecanismo regulatório chave que controla a 

transcrição e tradução em organismos eucarióticos. As enzimas necessárias ao 

silenciamento por RNA são numerosas e podem variar de acordo com a espécie, mas, 

universalmente, incluem as proteínas Argonauta, com domínios PAZ e PIWI, de 

ligação a pequenos RNAs e clivagem de mRNAs; a Ribonuclease Dicer, a qual produz 

os pequenos RNAs de interferência a partir de precursores dupla fita (dsRNAs); e a 

RdRP, a qual produz dsRNAs (MOAZED, 2009). Neste processo, um RNA fita dupla, 

produzido por uma RdRP é inicialmente processado em siRNAs de 21-28 nucleotídeos 

pela enzima Dicer e entra na via canônica. O siRNA é então incorporado ao Complexo 

da Silenciamento Induzido por RNA (RISC), o qual contém uma proteína Argonauta 

com atividade de degradação de RNA. Após entrar no complexo RISC, os siRNAs 

promovem a clivagem de mRNAs homólogos (ARMAS-TIZAPANTZI; MONTIEL-

GONZÁLEZ, 2016).  

Componentes canônicos da via do RNAi estão ausentes nas leveduras S. 

cerevisiae, Candida glabrata, Kluyveromyces lactis, Ashbya gossypii e no fungo 
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filamentoso U. maydis, dentre outros (Figura 3). Espécies, como Candida albicans, 

Candida tropicalis, Saccharomyces castellii e Kluyveromyces polysporus, apresentam 

os componentes de forma incompleta (DRINNENBERG et al., 2009). Enquanto 

leveduras de brotamento parecem ter perdido, universalmente, a RdRP, e mantém 

uma via do RNA de interferência não canônica (ou então uma via não funcional); 

fungos filamentosos apresentam grande conservação e diversidade de funções 

(DANG et al., 2011).  

Genomas fúngicos, ascomicetos e basidiomicetos, possuem, tipicamente, três 

genes de proteínas Argonauta e três RdRPs. S. pombe possui um único gene para 

AGO, Dicer e RdRP, as quais estão envolvidas no silenciamento pós-transcricional e 

heterocromatinização (HALIC; MOAZED, 2010). A. nidulans realiza o silenciamento 

sem a presença da RdRP (HAMMOND; KELLER, 2005). A presença de uma via de 

RNAi funcional desempenha um papel chave na defesa de genomas eucarióticos. Em 

Cryptococcus neoformans, mutações nulas em genes da via de RNAi resultam no 

aumento da expressão e mobilização de retrotransposons (JANBON et al., 2010). A 

deleção dos genes MoDCL-2 (Dicer), MoRdRP (RdRP) e MoAgo3 (Argonauta) em 

Magnaporthe oryzae leva à diminuição de sRNAs associados a repetições, 

especialmente para retrotransposons LTR e Gypsy (RAMAN et al., 2017).   

Entretanto, uma correlação positiva entre a presença de mecanismos de defesa 

e a abundância de elementos transponíveis pode ser encontrada, de forma que fungos 

nos quais RNAi e RIP estão ausentes, um número menor de elementos transponíveis 

é observado; bem como fungos que possuem tais mecanismos de defesa apresentam 
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menos elementos de classe II com sequências conservadas de transposases 

(MUSZEWSKA et al., 2017). 

                     

Figura 3. Presença dos componentes da via de RNAi em diferentes espécies 
fúngicas. Cladograma mostrando Basidiomycota (azul), Zygomycota (cinza) e 
Ascomycota. Subdividida em Saccharomycotina (leveduras de brotamento, laranja), 
Pezizomycotina (amarelo) e Taphrinomycotina (verde). A presença de genes 
canônicos do RNAi é indicado (+). Todos os genomas têm um ortólogos RNT1, e 
muitos outros tem um segundo gene contendo domínio RNaseIII (*), o qual tem 
atividade Dicer em S. castellii. Pseudogenes estão indicados ( ). Proteínas universais 
da via canônica de RNAi: Argonauta (Ago), Dicer (Dcr) e RNA polimerase RNA-
dependente (RdRP). Adaptado de (DRINNENBERG et al., 2009). 
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1.4 Espécies patogênicas do gênero Cryptococcus: aspectos funcionais, 

estudos genômicos e transcritômicos 

 

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii constituem os dois agentes 

etiológicos da criptococose, doença transmitida pela inalação de esporos ou partículas 

infecciosas presentes em variados nichos ecológicos, como fezes de aves 

(especialmente pombos) e matéria em decomposição de diversas espécies de árvores. 

Cryptococcus neoformans é o mais importante causador de meningite fúngica no 

mundo, com aproximadamente cinco mil casos anuais só na América Latina, e uma 

taxa de mortalidade de aproximadamente 50%. No Brasil, a meningite criptocócica 

acomete entre 1000 e 2500 indivíduos anualmente, dos quais, 47% são levados a óbito 

(décima terceira causa de morte mais frequente). Mesmo com poucos dados regionais, 

a criptococose mantem-se como uma das patologias fúngicas mais incidentes. Em 

nível mundial, 1 milhão de novos casos emergem anualmente, com um número 

estimado de 625000 mortes; todavia, a indistinção clínica entre C. neoformans e C. 

gattii durante o diagnóstico da criptococcose pode subestimar o real número de casos 

associados a este último (BIELSKA; MAY, 2015; FIRACATIVE et al., 2018). Estima-se 

que 20% dos casos de criptococose sejam causados por linhagens de C. gattii 

(MEYER et al., 2011); contudo, estudos em modelos murinos de criptococose têm 

mostrado que não há diferença significativa entre as taxas de mortalidade de 

camundongo infectados com C. neoformans H99 e com a linhagem hipervirulenta 

R265 de C. gattii (OKUBO et al., 2013).   
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C. neoformans apresenta distribuição global e causa meningoencefalite em 

indivíduos imunocomprometidos; C. gattii, contudo, mostrava-se restrito a regiões 

tropicais e subtropicais, até o surto da Ilha de Vancouver (Columbia Britânica) e do 

Noroeste do Pacífico, em 1999, causando infecção pulmonar. Desde então, têm sido 

promovidos numerosos esforços para o entendimento dos determinantes genéticos 

que ocasionaram o surgimento e propagação das linhagens hipervirulentas que 

levaram ao evento (MEYER, 2015). Entre 1999 e 2011, 240 casos humanos de 

criptococose (principalmente em indivíduos imunocompetentes) e centenas de casos 

em animais foram reportados na região, criando uma média anual de incidência de 5.8 

casos por milhão de pessoas .   

Enquanto linhagens de C. neoformans podem ser classificados em duas 

variedades, C. neoformans variedade grubii (sorotipo A ou genótipos VNI e VNII), 

representado pela linhagem H99; e C. neoformans variedade neoformans (sorotipo D 

ou genótipo VNIV), representado pela linhagem de referência JEC21; análises 

genéticas de RFLP, PCR fingerprinting, AFLP, MLMT, MLST e WGST reconheceram 

4 tipos moleculares de C. gattii ( gattii VGI, VGII, VGIII e VGIV); os quais 

diferem genética, epidemiológica e geograficamente (MEYER et al., 2011). Linhagens 

associadas aos genótipos VGI e VGII são as maiores causadoras de criptococose em 

indivíduos imunocompetentes, enquanto àquelas pertencentes aos genótipos VGIII e 

VGIV raramente causam infecções e afetam majoritariamente indivíduos 

imunodeprimidos (FARRER et al., 2015). Neste contexto, 97% dos casos 

documentados de criptococose do surto do Noroeste do Pacífico foi causada por três 

subgrupos quase clonais do tipo molecular VGII: VGIIa (oriundo das Américas do Sul 
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e Norte e responsável por mais de 80% dos casos), VGIIb (oriundo das Américas do 

Sul e Norte, Austália, Ásia e Europa) e VGIIc (oriundo do Noroeste do Pacífico) 

(BIELSKA; MAY, 2015; MEYER, 2015). 

Cryptococcus neoformans e C. gattii compartilham todos os maiores fatores de 

virulência, como a produção da cápsula polissacarídica, presença de melanina na 

parede celular, urease, fosfolipase B e crescimento à 37 ºC. Além disso, clinicamente, 

C. gattii leva a maior incidência de granulomas no cérebro e pulmão; os quais 

demandam um tratamento antifúngico mais prolongado .  

O desenvolvimento do processo infeccioso é similar entre espécies, sendo o 

mesmo iniciado pela inalação de propágulos infecciosos, os quais alcançam o 

parênquima alveolar e são tipicamente fagocitados por macrófagos (e outras células 

de defesa presentes nos estágios iniciais da infecção pulmonar, como neutrófilos e 

células dendríticas), dentro dos quais as células criptococócicas conseguem 

sobreviver e se replicar (BYRNES et al., 2010; LEOPOLD WAGER et al., 2016). Estas 

células do sistema imune inato possuem atividade apresentadora de antígenos e 

induzem uma resposta adaptativa no hospedeiro (LEOPOLD WAGER et al., 2016; 

ZHANG; SUN; SHI, 2015). A capacidade de Cryptococcus de evitar a fagocitose (e 

escapar da mesma por um mecanismo não lítico), bem como sobreviver e se propagar 

dentro dos fagócitos contribui para a disseminação das células fúngicas do pulmão 

pela corrente sanguínea, podendo atravessar a barreira hematoencefálica e alcançar 

o sistema nervoso central (DELEON-RODRIGUEZ; CASADEVALL, 2016; 

JOHNSTON; MAY, 2013). Interessantemente, linhagens de VGII diferem de VGI em 
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sua forma clínica, apresentando maior taxa de sintomas associados a quadros de 

infecção pulmonar que sintomas do sistema nervoso central (FARRER et al., 2015). 

Recentemente, a variação genética entre os genótipos de C. gattii (bem como 

de C. neoformans) levou à proposição de reclassificação dos tipos moleculares VGI, 

VGII, VGIII e VGIV como espécies, e a consequente nomenclatura dos mesmos como 

C. gattii, C. deuterogattii, C. bacillisporus e C. tetragattii, respectivamente (Figura 4).  

 

 

Figura 4. Diversidade no complexo de espécies C. gattii/C. neoformans inferido 
de um conjunto concatenado de 11 loci. C. gattii (D), C. deuterogatii (A), C. 
bacillisporus (C), C. tetragattii (E) e C. decagattii (B) correspondem aos genótipos VGI, 
VGII, VGIII, VGIV e VGIV/VGIIIc, respectivamente. C neoformans F, G e H 
correspondem aos genótipos VNI, VNB/VNII e VNII (sorotipo A). C. deneoformans (I) 
corresponde ao genótipo VNIV (sorotipo D). Obtido de (HAGEN et al., 2015). 

 



 42 

Aliado a isso, estão os dados que demonstram a pouca troca genética entre as 

linhagens dos quatro genótipos, sugerindo que as mesmas estão relativamente 

isoladas desde a divergência, apesar da sobreposição de nichos e distribuição 

geográfica . Assim, 

uma considerável variação genética é encontrada entre genótipos de C. gattii (93% de 

identidade e 52 SNPs por kb), ao passo que a comparação intralinhagem apresenta 

97% de identidade em média e menos de 6 SNPs por kb. Embora a estrutura 

cromossomal das linhagens seja altamente conservada, 4 grandes rearranjos 

cromossomais foram suportados por múltiplas linhagens, incluindo uma fusão 

cromossomal única ao VGII, duas translocações de 140 e 700 kb únicas ao VGIII, e 

uma translocação de 450 kb única para o VGIV; as quais podem impactar a capacidade 

de troca genética entre linhagens (FARRER et al., 2015).      

Apesar de todos os tipos moleculares causem a criptococose, diferenças entre 

grupos e subgrupos em relação às capacidades de virulência tem sido identificadas, 

como a aumentada taxa de proliferação intracelular de linhagens VGIIc e a maior 

capacidade de linhagens VGIIa para sobreviver e se proliferar dentro de células 

fagocíticas do hospedeiro (FARRER et al., 2016). Ademais, as linhagens de VGII 

possuem um maior repertório de proteínas de membrana secretoras (SCAMPs), de 

domínios Fop (Friend of Prmt1) de associação à cromatina e de domínio DUF1932 de 

função desconhecida; alcançando um número de 119 genes linhagem-específicos 

com enriquecimento de domínios para as mais diversas funções. A perda de famílias 

de domínios de transportadores de cobre (Ctr) e enolases nos genótipos VGIII e VGIV 

(os quais apresentam 79 e 170 genes linhagem-específicos, respectivamente), 
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contudo, podem estar associados às baixas taxas de infecção em indivíduos 

imunocompetentes; ao passo que o baixo número de genes perdidos em linhagens 

VGI pode explicar a sobrevivência desta linhagem em diversos nichos (FARRER et al., 

2015).  

A análise dos genes perdidos de linhagens VGII apresenta, por sua vez, 

enriquecimento de domínios associados aos componentes da via do RNA de 

interferência (PAZ, Piwi e DUF1785), devido à ausência das proteínas Argonauta 

(AGO1 e AGO2), Dicer1 e RPdR. Além disso, outras proteínas envolvidas na resposta 

de defesa de Cryptococcus ao estresse antioxidante, como peroxidases e a 

subunidade VIb da citocromo oxidase c (COX6B) também estão ausentes (FARRER 

et al., 2015).   

Componentes da via do RNAi em Cryptococcus, curiosamente, parecem ter 

sido perdidos diversas vezes durante a evolução. Enquanto o sorotipo D de C. 

neoformans contém dois genes parálogos para Argonauta (AGO1 e AGO2), Dicer 

(DCR1 e DCR2) e um gene para a RdRP (RNA Polimerase RNA-dependente); o 

sorotipo A representado por H99 apresenta um único gene Argonauta (AGO1), uma 

RdRP e dois genes parálogos para a Dicer. C. gattii, no entanto, possui a via funcional 

para os genótipos VGI, VGIII e VGIV; e não funcional para VGII, devido a ausência da 

Argonauta e presença de DCR1 e RdRP como pseudogenes, restando apenas uma 

DCR2 canônica (FERETZAKI et al., 2016).   

O novo sequenciamento do genoma de C. gattii linhagem R265, representativa 

do genótipo VGII, por Yadav e colaboradores (2018) com o uso das tecnologias PacBio 

e Nanopore, gerou uma nova montagem genômica completa de , com 14 
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cromossomos, em substituição à montagem prévia de 27 scaffolds. De forma similar, 

a comparação do novo genoma de C. gattii com C. neoformans revelou rearranjos 

genômicos entre as espécies. Adicionalmente, a avaliação dos centrômeros permitiu 

a identificação de regiões de baixa transcrição compostas por retrotransposons Tcn1 

(Ty3/gypsy) Tcn6 (Ty1-copia) altamente conservados (70% de identidade) nas 

espécies patogênicas de Cryptococcus (C. neoformans H99, JEC21 e C. gattii R265) 

(YADAV et al., 2018).  

Dados semelhantes foram encontrados com a identificação de 13 eventos de 

rearranjo cromossomal desencadeados pela atividade de retrotransposons Tcn nos 

genomas de linhagens de diferentes genótipos de C. gattii (FARRER et al., 2015); e 

entre C. gattii e C. neoformans, na associação dos retrotransposons Tcn1 e Tcn6 a 

rearranjos nas junções (região centromérica) dos cromossomos 4 e 10 

al., 2011).  

Como observado em C. neoformans, embora a perda de funcionalidade dos 

componentes canônicos da via de RNAi não altere a viabilidade celular em diferentes 

temperaturas, condições nutricionais ou estresse, a mutação do gene rdrp leva, por 

sua vez, ao aumento de abundância de vários retrotransposons endógenos, resultando 

em um aumento significativo dos eventos de transposição (JANBON et al., 2010). 

Linhagens mutantes da via de RNAi também apresentaram elevada indução da 

expressão de retrotransposons LTR de regiões centroméricas quando em condições 

de mating ou de limitação de nutrientes. Semelhante ao quelling de N. crassa, C. 

neoformans possui o SIS (Sex-Induced Silencing), um mecanismo de silenciamento 
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mediado por RNAi que ocorre durante o ciclo sexual e protege o genoma da 

propagação de elementos transponíveis durante o mating (WANG et al., 2010).  

A identificação de sRNAs homólogos a transgenes repetitivos e elementos 

transponíveis, tanto durante o ciclo sexual quanto na fase vegetativa, evidencia a 

regulação destas sequências pela via do RNAi (WANG et al., 2012). Todavia, o 

silenciamento gênico dependente de RNAi ocorre em uma frequência cerca de 250 

vezes maior durante o mating - mating oposto a-

elucidando a importância do SIS na defesa da integridade genômica  (WANG et al., 

2010, 2012). Curiosamente, o mating type  virulência de C. 

neoformans, e as taxas de transposição e de expressão de retrotransposons não só 

são maiores em mutantes rdp1 como também, são ainda maiores durante a 

- acional derivada da 

hiperatividade de retrotransposons necessita de um mecanismo robusto de 

silenciamento. Neste contexto, a perda de uma via de RNAi funcional em C. gattii pode 

ter sido benéfica para a evolução da espécie, de modo que as maiores taxas de 

recombinação de linhagens do genótipo VGII podem estar associadas com a geração 

de um genótipo hipervirulento (WANG; DARWICHE; HEITMAN, 2013).  

Entretanto, qualquer abordagem mais detalhada do impacto da perda da 

maquinaria de RNAi para a evolução do genoma de C. gattii R265, bem como a análise 

de mecanismos alternativos de silenciamento transcricional para a regulação de 

elementos transponíveis e vias metabólicas só pode ser inteiramente avaliado com o 

auxílio de uma anotação gênica acurada. Publicado em 2011 , 

o primeiro genoma sequenciado de C. gattii R265 não apresentava montagem 
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completa, e possuía anotação gênica baseada primariamente na homologia com a 

anotação de C. gattii WM276 . C. gattii WM276, por sua vez, foi 

anotado segundo homologia com modelos gênicos e ESTs de C. neoformans JEC21 

(LOFTUS et al., 2005), seguido de análise manual.  

Ainda, é importante notar que apenas em 2014 (JANBON et al., 2014) foi 

publicada a versão corrente da anotação de C. neoformans H99 (a qual é mantida 

como anotação de referência para a espécie), com base em dados de sequenciamento 

genômico e RNA-Seq de diferentes condições; ao passo que a atualização da 

anotação de JEC21 ainda não está disponível.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 47 

2 OBJETIVOS  

 

O presente trabalho teve por objetivo realizar estudos transcritômicos com 

Cryptococcus gattii R265, a fim de avaliar processos fisiológicos e de manutenção da 

estabilidade genômica, tendo como base o desenvolvimento de uma pipeline de 

predição gênica automática e otimizada para Cryptococcus. 

 

2.1 Objetivos Específicos  

 

 Identificar sequências de retrotransposons em genomas pertencentes aos quatro 

genótipos de C. gattii;  

 Avaliar a expressão de retrotransposons em C. gattii R265 e correlacionar com a 

presença de sRNAs associados;  

 Predizer o perfil metabólico de C. gattii R265 durante infecção em modelo murino 

utilizando dados de transcritômica desta levedura coletada do sítio de infecção;  

 Desenvolver uma pipeline automática de predição gênica automática, otimizada e 

validada com C. neoformans; 

 Aplicar a pipeline de predição para a anotação de sequências codificantes do novo 

genoma sequenciado de C. gattii R265 
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3 RESULTADOS 

 

Os resultados da presente tese estão distribuídos em três capítulos.  

O primeiro capítulo (item 3.1) trata da identificação de retrotransposons em 17 

linhagens de C. gattii; bem como a avaliação da expressão de retrotransposons e 

sRNAs associados em C. gattii R265. Os resultados apresentados neste capítulo 

foram publicados na forma de um artigo científico no periódico BMC Genomics 

(Ferrareze et al., 2017).  

O segundo capítulo (item 3.2) trata da publicação da anotação manual de C. 

gattii R265 e análise do perfil metabólico de C. gattii R265 durante infecção em modelo 

murinho. Os resultados apresentados neste segundo capítulo foram publicados na 

forma de um artigo científico no periódico Microorganisms (Ferrareze et al., 2017). 

O terceiro capítulo (item 3.3) refere-se ao desenvolvimento de uma pipeline 

automática de anotação, otimizada e validada com C. neoformans para aplicação em 

C. gattii R265. Os resultados apresentados neste terceiro capítulo estão sob forma de 

um manuscrito a ser submetido à publicação em breve. 
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3.1 Capítulo I: sRNAs as possible regulators of retrotransposon activity 

in Cryptococcus gattii VGII.  

 

Este capítulo apresenta o artigo publicado na revista BMC Genomics em 12 de 

abril de 2017 (Ferrareze et al., 2017). 
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3.2 Capítulo II: Transcriptional analysis allows genome reannotation and 

reveals that Cryptococcus gattii VGII undergoes nutrient restriction during infection.  

 

Este capítulo apresenta o artigo publicado na revista Microorganisms em 23 de 

agosto de 2017 (Ferrareze et al., 2017). 
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3.3 Capítulo III: Development of an automated and optimized pipeline for gene 

prediction in Cryptococcus gattii R265  

 

Manuscript in preparation 
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4  DISCUSSÃO GERAL 

 

Diferentemente de C. neoformans e dos genótipos VGI, VGIII e VGIV de C. 

gattii, as linhagens VGII perderam numerosas famílias gênicas durante o processo 

evolutivo, dentre as quais, componentes da maquinaria do RNA de interferência. A 

ausência de RNAi funcional, em diversos organismos, tem sido associada a fenótipos 

de virulência e patogenicidade. Em C. gattii VGII, especificamente, a prevalência de 

linhagens deste genótipo, associada ao surto do Noroeste do Pacífico, levanta 

questões a respeito da relação entre estabilidade genômica e adaptação.  Neste 

contexto, a ausência de clusters e a baixa prevalência de sequências completas de 

retrotransposons, encontrados por este estudo, especulam o mecanismo regulatório 

que controla a propagação destes elementos em C. gattii R265. Corroborando estes 

achados, o estudo de Yadav e colaboradores (2018) identifica a presença e impacto 

de retrotransposons Tcn para a evolução das regiões centroméricas dos genomas de 

Cryptococcus. Assim, presença de fragmentos de retrotransposons, bem como a maior 

expressão destes elementos em C. gattii R265, sugere eventos passados de 

propagação, recombinação e consequente fragmentação (inativação); de forma que 

retrotransposons truncados representam a consequência das taxas aumentadas de 

recombinação não homóloga entre tais sequências.  

Por outro lado, a redução do tamanho genômico de C. gattii (em 

aproximadamente 1.3 Mb), decorrente dos impactos da ausência de um sistema de 

defesa, pode indicar um processo recente de estabilização do genoma pela inativação 

destes elementos de transposição. Aliado a isso, encontra-se a manutenção das 
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relações genéticas mais próximas entre linhagens de mesmo genótipo, as quais não 

parecem ter sido efetivamente afetadas após a divergência. Embora VGII seja 

considerado o genótipo basal de C. gattii, acumulando mutações e recombinações não 

presentes em outros genótipos, suas subpopulações VGIIa, VGIIb, VGIIc e VGIIx são 

altamente clonais e não muito diversas (BIELSKA; MAY, 2015). Além disso, tanto 

análises de composição genômica quanto filogenias baseadas em ortologia mostram 

que os quatro genótipos de C. gattii estão relativamente isolados desde a divergência 

(cerca de 12 milhões de anos) (FARRER et al., 2015).  

Outros fatores como a ausência de uma metiltransferase DNMT5, também 

hipotetiza as consequências da perda de mecanismos de regulação para a 

plasticidade genômica e virulência, visto que estudos anteriores sugerem a relação 

entre a metilação do DNA e a repressão da recombinação e propagação de 

retrotransposons em diversas espécies (YADAV et al., 2018).  

Todavia, conforme explicado anteriormente, a ausência de dados completos e 

específicos para uma anotação gênica ampla e voltada às especificidades do genoma 

de C. gattii R265, levam à produção de análises transcritômicas parciais. Com o intuito 

de produzir uma predição gênica atualizada e corrigida, foi realizada a anotação 

manual do genoma de C. gattii R265, com auxílio dos programas de montagem e 

predição, e bibliotecas unstranded single-end de RNA-Seq em 3 condições (WT e 

mutante nulo ZIP1 em YPD; e células recuperadas de lavado brônquioalveolar).  

Através da avaliação do transcritoma de C. gattii pode-se identificar o 

enriquecimento funcional associado ao metabolismo primário. Assim, a predição de 

vias metabólicas expressas em C. gattii durante a infecção, pela visualização ordenada 
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de interações proteicas e valores de expressão, constituiu uma importante ferramenta 

de análise. Como resultado, vias metabólicas já reconhecidamente associadas à 

interação patógeno-hospedeiro puderam ser observadas, como as vias de 

metabolismo de carboidratos, lipídeos e aminoácidos, bem como rotas de transporte e 

catabolismo. Entretanto, a ausência de informação sobre interações proteicas para 

mais da metade dos genes de C. gattii R265 impede a avaliação completa do perfil 

metabólico deste organismo durante a patogênese.  

A análise de fatores de virulência, por sua vez, permitiu a identificação de genes 

altamente transcritos, dentre os quais, uma metaloproteinase elastinolítica extracelular 

e a proteína antioxidante tiol-específica 1. Comumente, proteinases são secretadas 

para a clivagem de proteínas e captação das mesmas pelas células fúngicas. Em C. 

neoformans, especificamente, a atividade de proteinases secretadas leva à 

degradação da matriz extracelular e colágeno; processo que estabiliza a infecção no 

sistema nervoso central pela permeabilização das barreiras epiteliais (GARBE; 

VYLKOVA, 2019).  

A comparação dos valores de FPKM com a mediana obtida pelo transcritoma 

(98.96), possibilitou, também, uma avaliação geral de genes altamente expressos, 

considerando que 50% dos genes analisados obtiveram valores de expressão entre 

10 e 100. Assim, quando quantificados os transcritos abundantes, pode-se observar a 

presença de transportadores, como o transportador de ribonucleotídeos CNBG_4811, 

e o transportador de glicose CNBG_0170; além de diversos transportadores de 

aminoácidos e permeases. Semelhantemente, o estudo da resposta transcricional de 

C. neoformans à fagocitose por macrófagos e por Amoebae castellanii, identificou o 
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gene CNAG_03772 (ortólogo de CNBG_0170), com modulação similar em ambas as 

condições, quando comparadas ao controle; sendo em macrófagos, contudo, quase 

duas vezes maior (DERENGOWSKI et al., 2013). Tal diferença pode evidenciar as 

especificidades da imunidade nutricional conferida por macrófagos e organismos 

predadores.  

Conforme observado em outras espécies, a fagocitose leva a importantes 

alterações metabólicas na célula fúngica. O fator de transcrição Gat201, por exemplo, 

atua na inibição da fagocitose por macrófagos devido a sua influência na produção da 

cápsula. Gat201 controla a expressão de mais de 1000 genes em C. neoformans, 

dentre os quais, Blp1, Gat204 e Cir1 (CHUN; BROWN; MADHANI, 2011). Em C. gattii, 

Blp1 (CNBG_5109) apresenta alta expressão; Cir1, contudo, não sinaliza por si só a 

disponibilidade de ferro durante a patogênese, porquanto os níveis de mRNAs 

associados não são influenciados pela concentração de ferro, mas a estabilidade 

proteica do fator de transcrição (JUNG; KRONSTAD, 2011). Ausente na anotação 

anterior, um possível ortólogo de Gat204 foi predito pela pipeline automática de 

anotação (CNBG_10571). 

Igualmente, a avaliação do gene da isocitrato liase (ICL1) de C. gattii 

(CNBG_5726) e C. neoformans demonstra a expressão aumentada desta enzima em 

Cryptococcus fagocitados por macrófagos. Nas duas espécies, ICL1 apresenta um 

valor aproximadamente cinco vezes maior que a malato sintase, enzima da mesma via 

metabólica, que atua no passo seguinte de conversão do glioxilato em malato 

(DERENGOWSKI et al., 2013). Estudos transcritômicos de C. neoformans in vivo e ex 

vivo identificaram um fold change de até quarenta vezes, se comparados a condições 
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in vitro (CHEN et al., 2014b). A função principal do ciclo do glioxilato é a utilização de 

compostos C2 como única fonte de carbono; e a mesma é induzida após a fagocitose, 

possivelmente devido à restrição nutricional dentro do fagossomo (LORENZ; FINK, 

2002), como reportado para C. albicans e A. fumigatus (CHEAH; LIM; SANDAI, 2014).  

Embora células de C. neoformans fagocitadas por macrófagos apresentem 

superexpressão de genes do ciclo do glioxilato e de transportadores de açúcares, o 

que sugere que este organismo possua mecanismos alternativos de aquisição de 

carbono, como a gliconeogênese e a utilização de lipídeos como fonte de carbono, 

mutantes da ICL1 não apresentam alteração na virulência, tal qual os patógenos C. 

albicans e Mycobacterium tuberculosis (CHEAH; LIM; SANDAI, 2014). Entretanto, 

diferentemente de outras espécies até então estudadas, em C. neoformans, ICL1 

parece desempenhar uma importante função adicional durante a restrição de 

nitrogênio.  

Apesar da quantificação de expressão do fator de transcrição Gat1 e das 

permeases de amônia não indicar restrição de nitrogênio durante a infecção, a alta 

expressão da permease de GABA (CNBG_1602), bem como a baixa expressão de 

Ure2p (CNBG_2927) podem sugerir a restrição de fontes preferenciais de nitrogênio, 

como glutamina e amônia. Como discutido no capítulo 3.2, Amt2 responde a limitação 

de amônia ou de fontes alternativas de nitrogênio, como aminoácidos; Ure2p é 

induzido pela concentração de nitrogênio, e GABA é considerada uma fonte pobre de 

nitrogênio, cujas permeases não são expressas na presença de amônia. Como a 

utilização de fontes alternativas de nitrogênio, como nitrato, nitrito, ureia ou 

aminoácidos resulta na formação de amônia (a qual é convertida em glutamato e, 
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posteriormente, glutamina); é a glutamina, o efetor da NCR, para garantir a utilização 

das fontes preferenciais de nitrogênio (TUDZYNSKI, 2014).  

Ademais, a elevada expressão dos transportadores de aminoácidos da 

superfamília APC (AAP1, AAP2 e AAP4), corrobora a hipótese de limitação de fontes 

primárias de nitrogênio. Em C. neoformans, AAP2, AAP4/5 e AAP8 são altamente 

induzidos na presença de aminoácidos como única fonte de nitrogênio; sendo os 

mesmos (com exceção de AAP4/5) reprimidos pela adição de sulfato de amônia 

(GARBE; VYLKOVA, 2019). A regulação positiva de transportadores de aminoácidos 

durante a infecção pode indicar, dessa forma, que tal mecanismo é possível durante a 

permanência no fagossomo; ou que C. neoformans não sofre restrição nutricional 

prolongada devido à ruptura da membrana fagossomal (COELHO; BOCCA; 

CASADEVALL, 2014).  

O enriquecimento das vias de biossíntese de aminoácidos (fenilalanina, tirosina 

e triptofano; valina, leucina e isoleucina) em C. gattii, por sua vez, pode estar associado 

à incapacidade do sistema de aquisição durante a restrição nutricional; visto que as 

variações de expressão de permeases não são suficientes para manutenção dos 

níveis destes aminoácidos. A aquisição de triptofano, especialmente, é sujeita à 

ausência de fontes preferenciais de nitrogênio, devido à ausência de permeases de 

alta especificidade em Cryptococcus, tornando esta via biosintética essencial. 

Juntamente com a via de biossíntese da treonina, mutações na via biosintética do 

triptofano são letais à célula fúngica. Adicionalmente, efeitos de hipersensibilidade ao 

soro, suscetibilidade a drogas antifúngicas, menor tolerância ao estresse e atenuação 

da virulência, são desencadeados pela deleção de genes das vias biosintéticas da 
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lisina, isoleucina, valina e metionina; indicando a importância destes aminoácidos para 

a sobrevivência de Cryptococcus (FERNANDES et al., 2015).  

Portanto, a maior expressão de genes associados à conversão de glutamato e 

liberação de amônia, bem como o enriquecimento de processos associados a 

produção de intermediários do metabolismo de carboidratos, através do catabolismo 

de aminoácidos, podem sugerir que processos de degradação de aminoácidos 

captados, para posterior biossíntese de novas moléculas, seja um dos mecanismos 

chave para suplantar a limitação nutricional.  

Embora a correção manual tenha aperfeiçoado a predição gênica de C. gattii 

R265, possibilitando uma análise mais confiável do perfil transcritômico desta 

linhagem, o novo sequenciamento e montagem do genoma, juntamente à 

possibilidade de utilização de um conjunto mais amplo de dados de RNA-Seq stranded 

e paired-end, levaram à idealização de uma pipeline automatizada e otimizada para 

Cryptococcus. Neste contexto, a seleção inicial dos preditores levou em consideração 

os dados de validação disponíveis na literatura e que melhor se aplicassem às 

características gênicas de Cryptococcus. Posteriormente, C. neoformans H99 e JEC21 

foram utilizados como referências para a validação e otimização da pipeline de 

predição. 

Assim, conforme avaliação dos dados disponíveis nos artigos de publicação dos 

preditores CodingQuarry e BRAKER1, a comparação entre as predições geradas pelos 

preditores CodingQuarry, AUGUSTUS e TransDecoder, para as espécies fúngicas S. 

cerevisiae e S. pombe (contra um conjunto de genes de referência), mostra que 

CodingQuarry apresenta maior sensibilidade em todos os parâmetros da predição; 
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bem como maior precisão em nível de gene e introns. Diferentemente de S. cerevisiae 

e S. pombe, os quais apresentam entre 0,04 e 0,66 introns por quilobase de CDS 

(média de 1,08 e 2,09 introns por gene, respectivamente), Cryptococcus apresenta 

alta frequência e densidade de introns (STAJICH; DIETRICH; ROY, 2007). Como 

descrito na anotação de C. neoformans H99 e JEC21 publicada por Wallace e 

colaboradores (2019), 6795 genes codificantes foram preditos para H99 e 6639 para 

JEC21, os quais ocupam 85% do genoma e 99.5% possuem ao menos um intron; além 

de uma densidade intrônica de 3,35 introns/kb CDS e 5,7 introns por gene. 

Ademais, dados da literatura observam que em genomas mais densos em 

genes (como Cryptococcus), as curtas regiões intergênicas levam a anotação de falsos 

introns, e a consequente fusão errônea de sequências pelo preditor AUGUSTUS 

(TESTA et al., 2015). Semelhantemente, CodingQuarry apresenta maior sensibilidade 

na predição gênica de S. pombe, em comparação com BRAKER1 e MAKER (HOFF et 

al., 2016). Com base nestes dados, BRAKER1 e CodingQuarry (associado a Cufflinks) 

foram selecionados para avaliação e validação com C. neoformans H99 e JEC21. 

Todavia, embora C. neoformans e C. gattii apresentem características semelhantes, 

em relação a densidade gênica e frequência e tamanho de regiões intrônicas e 

exônicas, uma diferença de aproximadamente 10% na acurácia da predição gênica, 

foi mensurada. A utilização de bibliotecas de RNA-Seq em triplicata, oriundas de cinco 

diferentes condições (assim como H99), obteve cerca de 71,7% dos genes de 

referência corretamente anotados (comparação com os genes preditos e 

manualmente corrigidos dos cromossomos 9 e 14). Embora a filtragem de sequências 

tenha diminuído este valor para 70,1%, a comparação com os dados disponíveis, de 
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espécies com moderada ou baixa frequência de introns, corrobora a otimização dos 

parâmetros como ferramenta para a aplicação deste sistema em transcritomas mais 

complexos. Outrossim, a comparação parcial com estruturas gênicas de apenas dois 

cromossomos, os quais representam apenas 8% do genoma de C. gattii R265 pode 

gerar valores de validação específicos a características destas sequências, não 

abrangendo os valores reais de uma comparação com todo o genoma anotado. 

Adicionalmente, a predição de CDS de tamanho similar aos ortólogos de C. 

neoformans, para 87% dos genes de ortogrupos de cópia única, possibilita uma 

segunda validação deste protocolo; embora o tamanho da sequência não garanta a 

predição correta das junções introns-exons. Por fim, como esperado, C. gattii R265 

não apresenta diversos genes; contudo, a predição de novos genes hipotéticos 

originou 167 (de 268) sequências que posteriormente foram identificadas como única 

cópia em grupos ortólogos com C. neoformans (além dos 33 novos previamente 

descritos durante a anotação manual do genoma e análise transcritômica).  
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5 CONCLUSÃO 

 

Como conclusão, o presente estudo demonstrou que o menor número de 

retrotransposons em genomas do genótipo VGII de C. gattii, bem como a maior 

fragmentação dos mesmos e presença de regiões de quebra de sintenia, podem estar 

associados ao aumentado número de eventos de transposição, decorrentes da 

ausência de RNAi funcional. No entanto, a presença de sRNAs associados a regiões 

intergênicas e LTRs pode sugerir um mecanismo não canônico de regulação destas 

sequências.  

A alta expressão de transcritos de transportadores de glicose e aminoácidos, 

por sua vez, surge como resposta à limitação nutricional de C. gattii R265 durante a 

infecção pulmonar em modelo murino. Ainda, a expressão aumentada de genes 

relacionados à degradação de moléculas mais complexas para a obtenção de 

intermediários do metabolismo de carboidratos e fontes de nitrogênio, denota meios 

alternativos de aquisição de nutrientes essenciais.   

Por fim, a aplicação de uma pipeline de predição gênica otimizada para 

Cryptococcus levou à obtenção de uma anotação gênica de C. gattii R265, com mais 

de 70% de acurácia das estruturas gênicas; as quais, mantém tamanho predito 

semelhante (razão de 0.8 a 1.2), para aproximadamente 87% dos genes com ortólogos 

em C. neoformans (91.3%).  Outrossim, C. gattii R265 apresenta um grande número 

de genes únicos e reduzido número de parálogos, os quais podem fornecer dados 

importantes sobre a virulência e a importância da estabilidade genômica e RNAi para 

a evolução e adaptação da espécie.  
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