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RESUMO  

 

Cryptoccocus neoformans é um fungo patogênico e oportunista que acomete 

principalmente pacientes imunocomprometidos, responsável por quadros de 

pneumonia e meningite. Para tanto, as células fúngicas devem se adaptar ao ambiente 

do hospedeiro pela expressão de diversos determinantes de virulência. A regulação 

desses determinantes pode ocorrer por intermédio de sinais de cálcio (Ca2+), o qual é 

capaz de ativar a via de sinalização mediada por calcineurina, necessária para a 

patogênese C. neoformans. Ainda, a manutenção da homeostase intracelular de Ca2+ 

nesse patógeno é imprescindível para os mecanismos de virulência, sendo regulada 

por transportadores de Ca2+, como Pmc1 e Vcx1. Na presente Tese, exploramos o 

papel de outras proteínas componentes da sinalização e da manutenção da 

homeostase de Ca2+ em C. neoformans. A caracterização da atividade da proteína 

ortóloga Ncs1 (neuronal calcium sensor) revelou a influência de uma proteína 

ligadora de Ca2+ na adaptação de C. neoformans ao hospedeiro. Nossos dados 

demonstraram que Ncs1 é necessário para a tolerância e regulação da homeostase de 

Ca2+, sendo a expressão de NCS1 positivamente regulada pela via da calcineurina. 

Ncs1 é essencial para o aparecimento do broto, divisão celular adequada, e correta 

expressão gênica de reguladores da progressão de ciclo celular. Ncs1 é indispensável 

para o desenvolvimento de C. neoformans em condições fisiológicas e para o 

estabelecimento da criptococose em um modelo de infecção in vivo. A proteína Ncs1 

é sensora e responsiva a Ca2+ e, conjuntamente com a via da calcineurina, regula a 

adaptação ao hospedeiro e virulência de C. neoformans. Além disso, buscamos 

caracterizar fatores de transcrição que sejam responsivos a sinais de Ca2+. Para tanto, 

investigamos uma biblioteca de mutantes nulos para fatores de transcrição de C. 

neoformans, a fim de identificar aqueles com alterações nos níveis intracelulares de 

Ca2+. A partir disso, duas proteínas foram selecionadas: Sre1 e Hob1, os quais são 

reguladores da síntese de ergosterol. Reforçando a relação entre estes fatores de 

transcrição e a sinalização mediada por Ca2+, identificamos que a disponibilidade de 

Ca2+ é capaz de diminuir a sensibilidade de C. neoformans a antifúngicos azólicos. 

Adicionalmente, demonstramos que Ca2+ modula a síntese de ergosterol a nível 

transcricional. 
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ABSTRACT  

Cryptococcus neoformans is an opportunistic pathogenic fungus that provokes 

disease mainly in immunocompromised patients, provoking pneumonia and 

meningoencephalitis. For that, the yeast cells must cope with the harsh host 

environment through the expression of several virulence determinants. The regulation 

of those determinants can be mediated by calcium (Ca2+) signals that are capable to 

activate the calcineurin signaling pathway, which by its turn is needed for 

cryptococcal pathogenesis. Besides, the intracellular Ca2+ homeostasis in this fungus 

is essential to the virulence mechanism and is regulated by Ca2+ transporters such as 

Pmc1 and Vcx1. In this Thesis we explored the role of other proteins participants on 

the Ca2+ signaling and homeostasis maintenance in C. neoformans. The 

characterization of the ortholog protein activity Ncs1 (neuronal calcium sensor) 

revealed the influence of a Ca2+ binding protein in C. neoformans adaptation to host. 

Our data demonstrated that Ncs1 is needed for tolerance and regulation of Ca2+ 

homeostasis; still, we verified that the expression of NCS1 is positively regulated by 

calcineurin pathway. Ncs1 is essential to the bud emmergence, adequate cell division 

pattern, and correct gene expression of cell cycle regulators. Ncs1 is indispensable for 

C. neoformans development in host conditions and the establishment of the disease in 

an in vivo model of infection. The Ncs1 is a sensor Ca2+ protein, that collectively with 

the calcineurin pathway regulates the host adaptation and virulence of C. neoformans. 

Furthermore, we sought to characterize transcription factors that are responsive to 

Ca2+ signals. For that, we investigated a mutant knockout library for transcription 

factors of C. neoformans, aiming to identify those mutants with altered intracellular 

Ca2+ levels. From that, two proteins were selected: Sre1 and Hob1, which are 

regulators of the sterol biosynthesis pathway. Reinforcing this relation between the 

transcription factors of the sterol synthesis and the Ca2+ signaling, our data suggest 

that Ca2+ availability can diminish C. neoformans susceptibility to azoles. Further, we 

demonstrate that Ca2+ can regulate ergosterol synthesis at the transcriptional level. 
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1. Introdução 

 

Infecções fúngicas têm sido extensivamente subestimadas pelas autoridades 

de saúde pública, mesmo com números alarmantes de mortalidade. É estimado que 

mundialmente 10 milhões de indivíduos desenvolvam doenças de vias aéreas pela 

inalação de esporos fúngicos. Ainda, segundo GAFFI (Global Action Fund for 

Fungal Infections) em torno de 300 milhões de pessoas de todas as idades sofrem 

anualmente de alguma infecção fúngica severa (Rodrigues e Nosanchuk, 2020). A 

mortalidade por doenças fúngicas atinge globalmente mais de 1,6 milhões de pessoas, 

valores similares aos níveis de mortalidade de tuberculose e três vezes maiores do 

que o de malária (BONGOMIN et al., 2017). Ademais, nas últimas duas décadas as 

infecções fúngicas no SNC (sistema nervoso central) têm ganhado relevância, 

principalmente devido ao surgimento da pandemia do HIV resultando na síndrome de 

imunodeficiência adquirida (AIDS) (IDNURM et al., 2005). 

Os agentes etiológicos causadores de meningite fúngica podem ser leveduras, 

fungos filamentosos ou fungos dimórficos (GÓRALSKA; BLASZKOWSKA; 

DZIKOWIEC, 2018). Particularmente espécies do gênero Cryptococcus representam 

pelo menos 60 % de todos os casos de meningite em pacientes infectados por HIV 

(Rajasingham et al., 2015). Estatísticas apontam que pelo menos 15 % de óbitos 

causados por meningite criptococócica ocorrem em pacientes HIV positivos. Além 

disso, estima-se que globalmente a criptococose atinja anualmente 220.000 novos 

casos em pacientes com SIDA, ocasionando aproximadamente 181 mil óbitos 

(RAJASINGHAM et al., 2017a). Dados epidemiológicos no Brasil demonstram que 

para  pacientes portadores de HIV em estado de AIDS, C. neoformans é o principal 

agente causador de micose sistêmica, sendo responsável por aproximadamente 51% 

dos óbitos nesses pacientes (PRADO et al., 2009). Em 17 de fevereiro de 2020 foi 

publicada no Diário Oficial da União a portaria de n° 264, a qual inclui a 

criptococose na lista de doenças de notificação compulsória, com o objetivo de 

diminuir o número de subnotificações e auxiliar as autoridades no maior controle da 

doença. Devido a seu impacto global e alta taxa de mortalidade, C. neoformans 

tornou-se um importante alvo de estudo pela comunidade científica. Destaca-se, 

dessa forma, a necessidade pela busca de novos tratamentos que sejam eficazes para 

combater a criptococose. 
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Com a disponibilização da sequência genômica de C. neoformans, houve um 

grande progresso na caracterização de mecanismos moleculares deste patógeno 

(LOFTUS et al., 2005). Dentre os mecanismos de manutenção da virulência, 

destacam-se os que são regulados pela sinalização mediada por cálcio (Ca2+) e 

calcineurina. Diversos estudos demonstraram a importância da manutenção da 

homeostase de Ca2+ para a fisiologia do patógeno fúngico (LIU et al., 2015). Diante 

disto, a presente Tese aborda a elucidação da função de uma proteína ligadora de 

Ca2+ e fatores de transcrição que atuam na manutenção da homeostase de Ca2+ 

contribuindo assim para a virulência de C. neoformans.  

 

1.1. Características gerais 

 

C. neoformans é uma levedura encapsulada, pertencente ao filo 

Basidiomycota. Foi inicialmente descrito em 1894, isolado de uma lesão de tíbia. A 

partir da recuperação deste fungo de lesões de humanos e de seu isolamento 

ambiental, foi possível determiná-lo como um patógeno humano com capacidade de 

vida livre (CASADEVALL; PERFECT, 1998; IDNURM et al., 2005)  

A classificação do agente etiológico Cryptococcus passou por alterações 

recentes significativas (KWON-CHUNG et al., 2002, 2017). Inicialmente, as 

espécies patogênicas do gênero Cryptococcus eram classificadas de acordo com 

características antigênicas de sua cápsula polissacarídica (LIN; HEITMAN, 2006), 

pela qual C. neoformans e C. gattii eram diferenciados em sorotipos, mas 

pertencentes a mesma espécie (FRANZOT; SALKIN; CASADEVALL, 1999; 

SORRELL, 2001). Atualmente, é geralmente aceita a classificação dos isolados deste 

gênero em duas espécies (C. neoformans e C. gattii) com distintos tipos moleculares, 

o que ressalta a grande variabilidade genética deste gênero (KWON-CHUNG et al., 

2002, 2017).  

Notavelmente, o complexo de espécie de C. neoformans acomete 

principalmente pacientes imunocomprometidos (KWON-CHUNG et al., 2017; 

SORRELL, 2001). Em contrapartida, o complexo de espécies de C. gattii atinge 

também pacientes imunocompetentes, e geralmente está restrito às regiões 

subtropicais (KWON-CHUNG et al., 2002). Porém, registrou-se o aparecimento de 

um surto de criptococose causada por C. gattii em regiões de clima temperado em 

Vancouver, Canadá (KIDD et al., 2004).  
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Quanto a diferenças e características exclusivas de cada espécie, C. 

neoformans e C. gattii apresentam diferenças significativas. Para C. neoformans, a 

principal fonte ambiental são o solo e excretas de pombo (CASADEVALL; 

PERFECT, 1998) Já C. gattii é isolado associado a árvores de eucalipto (Eucalyptus 

spp.) e madeiras em decomposição (SORRELL, 2001; SORRELL et al., 1996) 

Ademais, C. neoformans acomete principalmente pacientes imunocomprometidos, 

causando uma infecção no tecido pulmonar, além de possuir tropismo para o SNC. Já 

C. gattii é capaz de infectar pacientes imunocompetentes, sendo principalmente 

associado a infecção pulmonar sem causar meningite (CHEN et al., 2000; 

GALANIS, 2010; NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012). 

No ambiente, C. neoformans pode interagir com outros animais e predadores, 

como o protozoário Acanthamoeba castellanii. Sugere-se que a partir de interação 

com esses predadores fagocíticos, desenvolveu-se e sustentam-se vários de seus 

determinantes de virulência necessários para infecção do hospedeiro humano. Alguns 

fatores como a capacidade de replicação dentro de fagolisossomos, síntese de 

melanina e cápsula polissacarídica já foram apontados como importantes na interação 

entre C. neoformans e A. castellanii, indicando a manutenção desses determinantes 

de virulência (IDNURM et al., 2005; MALIEHE et al., 2020; STEENBERGEN et 

al., 2003; STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001; ZARAGOZA, 

2019).  

Apesar de C. neoformans ser isolado do hospedeiro e do ambiente na forma 

leveduriforme, este é capaz de passar por uma transição dimórfica, o que promove o 

desenvolvimento de sua forma filamentosa. Esta transição pode ocorrer a partir de 

duas vias, mating ou frutificação monocariótica. Ambas geram basidiósporos por 

meiose, potenciais partículas infecciosas (IDNURM et al., 2005). O processo de 

mating, descrito como ciclo sexual, ocorre pela fusão de células haplóides de mating 

types distintos (a e α) resultando em filamentos dicarióticos (KWON-CHUNG, 1976; 

NIELSEN et al., 2003). O processo de frutificação monocariótica ocorre em resposta 

a uma limitação nutricional do ambiente, no qual estas leveduras sofrem 

diploidização de um mesmo mating type (LIN; HEITMAN, 2006).  

A infecção humana inicia-se com a inalação de esporos ou células dessecadas, 

as quais se depositam no tecido pulmonar. O curso da doença vai depender do estado 

imunológico do paciente, sendo possível uma infecção assintomática, seguida de 

eliminação ou latência. Em situações de imunodeficiência, células deste patógeno 
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podem reativar causando um quadro de pneumonia, que pode ser seguido por 

disseminação por via hematogênica, alcançando o tecido cerebral (Figura 1) (LIN; 

HEITMAN, 2006; MA; MAY, 2009).  

 

Figura 1 - Esquema representativo do ciclo de infecção de Cryptococcus neoformans. 

Células fúngicas sobrevivem no ambiente em distintos nichos (solo, casca de árvores e fezes 
de pombo), onde podem interagir com animais selvagens ou predadores naturais (ex: A. 

castellani), garantindo a manutenção dos mecanismos de virulência. Hospedeiros humanos 

inalam as células dessecadas da levedura ou esporos, instaurando-se então a forma infecciosa 
pulmonar. As células fúngicas podem sobreviver e replicar no interior de macrófagos, 

alcançando o SNC por meio de mecanismos específicos de transmigração. Adaptado de 
(IDNURM et al., 2005). 

 

Atualmente o diagnóstico de criptococose pode ser realizado por diferentes 

métodos, os quais incluem a análise direta do fungo a partir de materiais biológicos, 

utilizando coloração de tinta da China e observação sob microscópio óptico. Além 

disto, análises histopatológicas de tecidos infectados utilizando coloração específica 

podem ser aplicados para identificação de cápsula polissacarídica e detecção de 

melanina (PERFECT, 2013; PERFECT; TIHANA BICANIC, 2016). Métodos 

diagnósticos sorológicos, como o ensaio de aglutinação de Látex ou ELISA, detectam 

em amostras de soro e fluído cerebrospinal a presença de cápsula polissacarídica de 

Cryptococcus (PERFECT; TIHANA BICANIC, 2016). Recentemente, também foi 

desenvolvido um método diagnóstico imunocromatográfico, conhecido como ensaio 

de fluxo lateral (EFL), o qual consiste em uma análise sorológica semiquantitativa, 

que facilita o diagnóstico em locais com menor acesso a equipamentos 

especializados, e possui baixo custo (HANSEN et al., 2013; RUGEMALILA et al., 

2013). Complementarmente, ainda que pouco empregados na clínica, podem-se 
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utilizar métodos moleculares de diagnósticos específicos, como PCR e PCR 

multiplex (SIDRIM et al., 2010). Ademais, é importante ressaltar que o rápido 

diagnóstico é fundamental em pacientes HIV positivos, visto que a antecedência no 

tratamento limita a infecção e a disseminação para o SNC (PERFECT; TIHANA 

BICANIC, 2016).  

As abordagens terapêuticas e desenvolvimento de novas drogas para 

infecções fúngicas representam um desafio considerável, tendo em vista as 

semelhanças das maquinarias celulares eucarióticas de fungos e células humanas (ID; 

NOSANCHUK; CHAGAS, 2020). Atualmente, a abordagem terapêutica preconizada 

é dividida em etapas de indução, consolidação e manutenção. Na terapia de indução 

utiliza-se a administração intravenosa de anfotericina B (0,7 – 1 mg/kg/dia), 

anfotericina B lipossomal (3 – 4 mg/kg/dia) ou complexo lipídico de anfotericina B 

(5 mg/kg/dia) e 5-Flucitosina (5-FC) oral (100 mg/kg/dia) por pelo menos duas 

semanas. No entanto, em alguns países não há disponibilidade do fármaco 5-FC, 

incluindo o Brasil. Assim, a etapa de indução é realizada com anfotericina (conforme 

descrito acima) e fluconazol (800mg/dia). No período de consolidação, o fármaco 

fluconazol (400mg/dia) deve ser utilizado por pelo menos 8 semanas. Em pacientes 

HIV positivos a manutenção com fluconazol pode ser de 12 meses (LESTNER et al., 

2017; PERFECT et al., 2010). 

Apesar de existir uma terapêutica estabelecida, esta não se apresenta 

totalmente eficaz. Além disso, a existência de efeitos adversos graves, como 

nefrotoxicidade da anfotericina B, demonstram a necessidade de desenvolvimento de 

alternativas terapêuticas, incluindo a busca por novos alvos (RAJASINGHAM et al., 

2017a).  

 

1.2. Virulência de C. neoformans  

 

Para o estabelecimento adequado do quadro infeccioso no hospedeiro, 

incluindo a migração do patógeno para o SNC, C. neoformans depende da expressão 

de diferentes fatores, os quais são denominados de determinantes de virulência 

(CASADEVALL; PIROFSKI, 2001). Durante o estabelecimento da infecção, existe 

uma complexa relação entre o hospedeiro e os microrganismos patogênicos. Estes 

patógenos devem ser capazes de perceber e confrontar os estresses locais, 

respondendo com mudanças celulares adaptativas (ALSPAUGH, 2015). Neste 
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ambiente complexo, C. neoformans apoia-se em três principais processos: adaptação 

ao ambiente do hospedeiro, a produção de determinantes de virulência, e interação 

com o sistema imune incluindo capacidade de evasão da resposta do hospedeiro.  

 

1.2.1. Adaptação ao hospedeiro  

 

Para então estabelecer a infecção, C. neoformans deve inicialmente adaptar 

suas maquinarias celulares para desenvolver-se em temperatura fisiológica do 

hospedeiro (37 ºC), com diferentes fontes de nutrientes, variações de pH, e resistir 

aos mecanismos de estresse oxidativo (ZARAGOZA, 2019). A fim de responder aos 

diferentes estressores, o patógeno conta com redes complexas e reguladas de 

sinalização intracelular, incluindo a via de sinalização dependente de Ca2+ 

calcineurina (KOZUBOWSKI; LEE; HEITMAN, 2011). 

A capacidade de desenvolvimento a 37 ºC é uma característica essencial aos 

patógenos humanos. É importante ressaltar, que a maioria dos fungos ambientais não 

possuem a capacidade de se replicar em temperaturas altas, como a fisiológica 

humana (ZARAGOZA, 2019). C. neoformans possui ótimo e máximo crescimentos 

em temperaturas de 32 e 40 ºC, respectivamente (PERFECT, 2006). Fatores que são 

necessários ao desenvolvimento na temperatura fisiológica são diversos, incluindo 

ativação de diferentes vias de sinalização (ZARAGOZA, 2019). Dentre essas, 

destaca-se a via de sinalização mediada pela fosfatase calcineurina. Estudos 

demonstraram que a inibição desta via, tanto por fármacos (FK506 e ciclosporina) 

(CRUZ et al., 2000; ODOM et al., 1997a), quanto pela deleção de seus componentes 

principais, como o mutante nulo para CNA1, gene codificador de calcineurina, 

resultam em linhagens incapazes de se desenvolver a 37 ºC (ODOM et al., 1997b). 

Também, o mutante nulo para CTS1 (calcineurin temperature supressor) torna-se 

sensível ao crescimento a 37 ºC (FOX; COX; HEITMAN, 2003). Outros fatores 

essenciais ao desenvolvimento à temperatura fisiológica em C. neoformans também 

englobam o metabolismo de trealose. Sugere-se que as enzimas que sintetizam 

trealose sejam essências para a viabilidade do fungo a 37 ºC (PETZOLD et al., 2006). 

Do mesmo modo, foi demonstrado que a capacidade de desenvolvimento do 

patógeno à temperatura fisiológica depende da atividade da enzima Superóxido 

desmutase 2 (Sod2), a qual também é fundamental para o sistema de defesa 

antioxidante de C. neoformans (GILES et al., 2005).  
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Ademais, uma análise transcricional de genes regulados pela exposição a 37 

ºC obteve como resultado o total de 49 genes os quais são induzidos pela exposição à 

temperatura fisiológica. Dentre estes, destaca-se o fator de transcrição Mga2, 

envolvido na síntese de ácidos graxos. Diante disso, sugeriu-se que o remodelamento 

das membranas é indispensável para a adaptação para altas temperaturas (KRAUS et 

al., 2004). Similarmente, outro estudo realizou uma análise de diferença 

representacional (RDA), para também identificar genes diferencialmente expressos a 

37 ºC. Identificaram-se 29 genes regulados positivamente, com algumas 

sobreposições com o estudo de Kraus et al., 2004 (ROSA E SILVA et al., 2008). Os 

genes identificados relacionam-se com resposta ao estresse, integridade de membrana 

e parede celular, e metabolismo celular básico (ROSA E SILVA et al., 2008).  

Outro mecanismo adaptativo que C. neoformans apresenta é referente ao 

microambiente do hospedeiro quanto às limitações nutricionais. Neste, destaca-se a 

necessidade de vias de captação de alguns metais, como o ferro, o qual é importante 

para a virulência de C. neoformans e necessário ao funcionamento de diversas 

enzimas (KRONSTAD; HU; JUNG, 2013). Para a obtenção de ferro dos tecidos do 

hospedeiro, C. neoformans compete pela disponibilidade do metal por meio da 

atividade de proteínas específicas, em especial pela glicoproteína Cig1, a qual é capaz 

de quelar grupamentos heme, para obtenção deste metal (CADIEUX et al., 2013).  

Ademais, C. neoformans tende a adaptar-se a variações de pH no 

microambiente dos tecidos do hospedeiro infectado, o qual pode variar de pH 2 a 10. 

Sabe-se que esta levedura é capaz de se replicar no fagolisossomo após fagocitose por 

macrófagos (pH 5), e em condições levemente alcalinas como soro e fluído 

cerebrospinal (pH 7,4), porém não tolera adequadamente ambiente com pH acima de 

8 (SELVIG; ALSPAUGH, 2011). A principal proteína envolvida na adaptação ao pH 

neutro é Rim101, um fator de transcrição que é responsivo ao pH alcalino (OST et al., 

2015). Por fim, o estresse oxidativo e nitrosativo gerado pelo hospedeiro é uma das 

principais estratégias antimicrobianas. Dessa forma, estratégias antioxidantes são um 

dos principais mecanismos adaptativos adotado por C. neoformans, o qual responde a 

esses estressores por meio da atividade das enzimas glutationa peroxidase, 

tireodoxina e da atividade indireta de manitol para adaptar-se ao estresse oxidativo, e 

isocitrato dehidrogenase no combate de estresse nitrosativo (BROWN et al., 2010; 

CHATURVEDI; WONG; NEWMAN, 1996; MISSALL; CHERRY-HARRIS; 

LODGE, 2005; ZARAGOZA, 2019). 
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1.2.2.  Produção de determinantes de virulência  

 

A produção de determinantes ou fatores de virulência é um dos principais 

limitantes no estabelecimento e curso da infecção causada por C. neoformans, visto 

que a ausência desses fatores altera a capacidade do patógeno de causar a doença 

(CASADEVALL; PIROFSKI, 2001). Alguns desses fatores já estão muito bem 

estabelecidos, como a elaboração da cápsula polissacarídica e a capacidade de 

melanização (MCCLELLAND; BERNHARDT; CASADEVALL, 2006; 

ZARAGOZA, 2019; ZHU et al., 2001). Além disso, C. neoformans conta com a 

produção de um arsenal de enzimas, as quais se mostram indispensáveis à virulência, 

como a urease, fosfolipase B e a metaloprotease (AARON; GELLI, 2020; COX et al., 

2000, 2001; DJORDJEVIC et al., 2005; SIAFAKAS et al., 2007; VU et al., 2014). 

Um aspecto muito importante da virulência é a secreção de enzimas, proteínas e 

RNAs, a qual pode ser mediada pela ação de vesículas extracelulares, conhecidas 

como virulence bags. Estas promovem a secreção de seus componentes para o meio 

extracelular, direcionando fatores de virulência para as células ou tecidos do 

hospedeiro (RODRIGUES et al., 2008; RODRIGUES; CASADEVALL, 2018). 

A fim de estabelecer efetivamente a criptococose, e acessar o SNC causando 

meningoencefalite, C. neoformans necessita então da atividade específica de alguns 

destes fatores de virulência. O processo de transmigração pode ocorrer mediante três 

mecanismos distintos, o paracelular e transcelular, no qual as células do patógeno 

podem transmigrar livremente através das células endoteliais cerebrais, e o 

mecanismo de cavalo de Tróia, no qual C. neoformans acessa o SNC dentro de 

células fagocíticas infectadas (Figura 2) (CHANG et al., 2004; CHARLIER et al., 

2009). Alguns destes serão discutidos com mais detalhes a seguir.  
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Figura 2. Esquema representativo de modelo proposto para transmigração de C. 

neoformans através da barreira hematoencefálica (BHE). A levedura patogênica é capaz 

de se disseminar pela via hematogênica livremente ou dentro de macrófagos. O acesso ao 
parênquima cerebral pode ocorrer por três mecanismos distintos propostos: Cavalo de Tróia 

(a), no qual células de C. neoformans transmigram dentro dos fagócitos; Paracelular (b), onde 

a levedura causa danos às junções aderentes da BHE, ou por junções aderentes frouxas; ou 
pelo mecanismo transcelular (c), na qual a levedura é endocitada pelas células endoteliais 

cerebrais. Adaptado de (OLIVEIRA; CASTELLI; KUCZERA, 2020). 
 

1.2.2.1. Cápsula polissacarídica  

 

A característica mais evidente de C. neoformans é a presença de uma cápsula 

polissacarídica que associa-se à parede celular (GARCIA-RUBIO et al., 2020; 

O’MEARA; ANDREW ALSPAUGH, 2012). A elaboração desta estrutura é induzida 

por diversos fatores externos também associados ao hospedeiro, como pH 

neutro/alcalino, altos níveis de CO2 e depleção nutricional de ferro. Porém a síntese 

dessa estrutura polissacarídica requer a atividade de redes metabólicas complexas, 

para disponibilização de energia e percussores de carboidratos (ALSPAUGH, 2015). 

Sugere-se que este alto gasto energético da via biossintética capsular está estritamente 

relacionado com a atividade mitocondrial (ALSPAUGH, 2015). Além disso, acredita-

se que o crescimento capsular esteja acoplado ao ciclo celular, ocorrendo 

primeiramente durante a fase G1, fase na qual a célula está envolvida 

majoritariamente em processos de crescimento celular (ALSPAUGH, 2015; 

GARCÍA-RODAS et al., 2014).  
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Dentre as principais funções da cápsula, destaca-se a proteção da levedura 

contra estressores ambientais como a desidratação, e o desempenho de uma barreira 

física contra fagocitose durante a infecção. Adicionalmente, esta cápsula atua como 

agente imunomodulador do hospedeiro, pois é capaz de diminuir a migração de 

leucócitos para o local da infecção, promovendo a inibição da produção de citocinas 

pró-inflamatórias, e a inativação de componentes do sistema complemento (BOSE et 

al., 2003). Recentemente foi demonstrado que a cápsula polissacarídica é capaz de 

modular o ambiente acídico do fagolisossomo de macrófagos, devido a presença da 

cápsula que se comporta como um ácido fraco, sendo este capaz de tamponar o 

ambiente (LEON-RODRIGUEZ et al., 2018).  

A cápsula é formada por polissacarídeos, conferindo uma característica 

altamente hidrofílica, e também por resíduos de ácido glucurônico, o que atribui uma 

carga geral negativa à cápsula. Os componentes polissacarídicos majoritários são: 

glucuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM). GXM é formada por α 

(1,3)-manose e resíduos de β (1,2) ácido glucurônico ligados à cada primeira manose, 

o que forma o cerne principal. Os resíduos de manose podem ser O - acetilados e 

substituídos com xylose β (1,2) ou β (1,4) laterais. Já GalXM é constituída de α (1,6) 

galactose, a qual forma a estrutura principal, podendo demonstrar ramificações 3-O-

ligadas de α (1,3)-manose, α (1,4)-manose, β-galactosidase trissacarídica e 

quantidades  variáveis de cadeias laterais xilosiladas (VAISHNAV et al., 1998; 

ZARAGOZA et al., 2009). A massa capsular é composta predominantemente de 

GXM (90-95 %), GalXM apresenta-se na proporção de 5-8%, e uma pequena 

quantidade de manoproteínas (< 1 %) (Figura 3) (ZARAGOZA et al., 2009).  

A via biossintética da cápsula polissacarídica é complexa e depende da 

atuação de diversos produtos gênicos. Estudos demonstraram que a ausência dos 

genes CAP 59, CAP 60, CAP 10, CAP 64, resultam em linhagens com alterações na 

formação da cápsula e menor virulência (CHANG; KWON-CHUNG, 1994, 1998, 

1999; CHANG; PENOYER; KWON-CHUNG, 1996; NGAMSKULRUNGROJ et 

al., 2012). Também, os genes CAS envolvidos na acetilação de GXM, mostram-se 

necessários a síntese da estrutura capsular e a manutenção da virulência (MOYRAND 

et al., 2004). Ademais, a síntese dos polissacarídeos constituintes da cápsula se dá 

pela atividade de pelo menos 12 glicosiltransferases (KLUTTS et al., 2006). Estas 

enzimas promovem a transferência de um monossacarídeo para uma molécula 

aceptora. Utiliza-se como moléculas aceptoras o UDP-ácido glucorônico, UDP-xilose 
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e GDP-manose. A síntese de GXM ocorre intracelularmente, no complexo de Golgi 

(YONEDA; DOERING, 2006). Posteriormente, esses polissacarídeos são 

transportados dentro de vesículas, as quais ultrapassam a parede celular e promovem 

a secreção de GXM para o meio extracelular (RODRIGUES et al., 2007). Por fim, 

estudos demonstram que a montagem da cápsula ocorre pela auto-agregação de fibras 

de GXM por intermédio da ligação de cátions divalentes (NIMRICHTER et al., 

2007).  

 

 

Figura 3 - Microscopias de cápsula polissacarídica de C. neoformans. Visualização da 

cápsula polissacarídica por diferentes métodos, em A. Célula de C. neoformans corada com 
tinta da china e visualizada em microscópio ótico. B. Microscopia de imunofluorescência 

demonstra a cápsula marcada com anticorpo específico (vermelho), em azul a parede celular 

marcada com Calcofluor White. C. Imagem realizada por microscopia eletrônica de varredura 
exibindo as fibras de polissacarídeo que compõe a cápsula. Adaptada de (OLIVEIRA; 

CASTELLI; KUCZERA, 2020).  
 

O tamanho da cápsula polissacarídica é variável, podendo ser induzida por 

diferentes fatores como já mencionado, mesmo células de uma mesma linhagem 

podem apresentar tamanhos diferentes modulados por estímulos externos. Além 

disso, sabe-se que o tamanho capsular pode variar durante a infecção dependendo do 

tecido em que o patógeno se encontra. Logo, diversos estudos comprovaram que 

linhagens incapazes de estabelecer um aumento capsular durante a infecção possuíam 

a virulência atenuada, tendo em vista que estas linhagens promoviam uma resposta 

inflamatória no hospedeiro e eram rapidamente eliminadas do tecido pulmonar 

(BLACKSTOCK et al., 1999; ZARAGOZA et al., 2009).  

Apesar de mutantes acapsulares possuírem fenótipo avirulento ou de 

hipovirulência, essas linhagens ainda são viáveis quando cultivadas in vitro 

(CHANG; KWON-CHUNG, 1994; ZARAGOZA et al., 2009). Ainda é importante 

ressaltar que a presença da cápsula não influencia diretamente no mecanismo de 

transmigração (SABIITI; MAY, 2012; SHI et al., 2010). Apesar disso, sabe-se que a 

cápsula polissacarídica exerce papel fundamental na proteção do fungo contra 

C



 

 23 

agentes externos, fagocitose e possui atividade moduladora do sistema imune do 

hospedeiro (BOSE et al., 2003; MONARI; BISTONI; VECCHIARELLI, 2006; 

VECCHIARELLI et al., 2003; VILLENA et al., 2008; ZARAGOZA et al., 2009). E, 

sobretudo, a ausência dessa estrutura capsular faz com que os epítopos da parede 

celular fúngica estejam mais suscetíveis ao reconhecimento das células do sistema 

imune (ZARAGOZA, 2019). Além disto, sabe-se que tanto GXM como GalGXM são 

potentes indutores de apoptose em macrófagos (BARONETTI et al., 2008; 

VILLENA et al., 2008). Dessa forma, a presença da cápsula polissacarídica está 

intimamente relacionada com o desenvolvimento da doença inclusive no 

estabelecimento da meningite fúngica.  

 

1.2.2.2.  Enzimas necessárias aos mecanismos de transmigração 

 

Os mecanismos de transmigração têm sido extensivamente estudados, tendo 

em vista que o estabelecimento da meningoencefalite gera o quadro mais agressivo 

da doença (ESHER; ZARAGOZA; ALSPAUGH, 2018). A elucidação de potenciais 

alvos terapêuticos que sejam impeditivos de disseminação é uma estratégia 

interessante para o combate à criptococose. Dessa maneira, a atividade de um grupo 

de enzimas têm se mostrado como imprescindível aos mecanismos de transmigração 

paracelular e transcelular (ESHER; ZARAGOZA; ALSPAUGH, 2018). 

A atividade de urease é um fator de virulência amplamente distribuído, 

também descrito em bactérias (MA; MAY, 2009). Em C. neoformans, essa atividade 

parece estar presente na maior parte dos isolados clínicos  (STEENBERGEN; 

CASADEVALL, 2003). Esta enzima apresenta-se na forma ativa de uma apoenzima, 

dependendo da atividade de outras proteínas acessórias: Ure4, Ure6 e Ure7, além de 

ser uma enzima metalocêntrica demandando a presença de Ni2+ para seu 

funcionamento (SINGH et al., 2013). A partir da atividade de urease, C. neoformans 

consegue hidrolisar ureia em amônia e carbamato, promovendo uma elevação do pH 

local (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003), o que reflete em uma estratégia 

vantajosa durante a infecção visto que o patógeno passa por microambientes acídicos 

(FU et al., 2018).  

A disrupção do gene URE1, que codifica para urease, resulta em uma 

linhagem hipovirulenta, como demonstrado em modelos in vivo (COX et al., 2000). 

A importância da atividade de urease para os mecanismos de transmigração já está 
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bem estabelecida. No entanto, esta não se faz necessária para a sobrevivência no 

parênquima cerebral. Sugere-se que a urease atue principalmente nos mecanismos 

paracelulares de transmigração, por possíveis danos causados as junções aderentes 

das células endoteliais cerebrais (OLSZEWSKI et al., 2004; SHI et al., 2010) (Figura 

4). Isso ainda foi demonstrado pela técnica de spinning disk confocal de capilares de 

microcirculação cerebral de camundongos (SHI et al., 2010).   

Outra enzima que se faz essencial à virulência e possui papel importante nos 

mecanismos de transmigração é a fosfolipase B (Plb1), codificada em C. neoformans 

pelo gene PLB1. Fosfolipases compõe um grupo de enzimas heterogêneas capazes de 

hidrolisar ligações glicerofosfolipídeos, as quais são abundantes nas membranas 

celulares, dessa forma sua atividade pode provocar danos às membranas, promover 

lise celular e liberação de mensageiros lipídicos (COX et al., 2001; GANENDREN et 

al., 2006; GHANNOUM, 2000). Plb1 de C. neoformans apresenta um peptídeo sinal 

para secreção e ainda possui atividade de fosfolipase B, lisofosfosfolipase hidrolase e 

lisofosfolipase transacilase (COX et al., 2001; DJORDJEVIC, 2010; GANENDREN 

et al., 2006). A linhagem nula para PBL1 resulta em um mutante hipovirulento em 

modelo murino, com menor capacidade de disseminação para o SNC e dificuldade de 

sobrevivência dentro de macrófagos (COX et al., 2001; DJORDJEVIC, 2010; 

GANENDREN et al., 2006). Ainda, foi demonstrado a partir de um estudo in vitro 

utilizando células endoteliais microvasculares cerebrais humanas (HBMEC), que a 

participação de Plb1 no mecanismo de transmigração transcelular ocorra 

potencialmente pela ativação de Rac1 e STAT3 do hospedeiro pela Plb1 secretada. A 

proteína Rac1 é importante para o rearranjo de actina, promovendo a endocitose, já 

STAT3 citoplasmática auxilia e interage com GTP- Rac1 (Figura 4). Adicionalmente, 

sugere-se que Plb1 promova a liberação de mediadores lipídicos como fosfoinositóis, 

que promovam a ativação de Rac1 (MARUVADA et al., 2015).  

Outra enzima que possui relevância no mecanismo de transmigração 

transcelular é a fungolisina pertencente à classe de protease peptidase M36 (Mpr1). O 

mutante nulo para MPR1 resulta em uma linhagem hipovirulenta com menor 

disseminação para o SNC. Apesar de não ser essencial, Mpr1 parece estar relacionada 

à adesão ao endotélio cerebral, facilitando a endocitose da levedura patogênica 

(Figura 4) (VU et al., 2014). A enzima ácido hialurônico sintase, por sua vez, 

codificada pelo gene CPS1, sintetiza o ácido hialurônico (HA). HA está presente 

tanto na camada externa da parede celular quanto da cápsula polissacarídica, e sua 
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presença facilita a entrada da levedura no parênquima cerebral pelo mecanismo 

transcelular de transmigração, visto que promove adesão às células endoteliais 

cerebrais (JONG et al., 2007). Essa adesão ocorre por meio do reconhecimento de 

HA por receptores específicos das células endoteliais, sendo o principal receptor 

CD44. Sugere-se que quando HA está aderido e ligado aos receptores CD44 ocorra o 

rearranjo e acúmulo de actina formando então lipid rafts e propiciando a endocitose 

da levedura (JONG et al., 2007, 2012). Recentemente foi demonstrado por um estudo 

in vitro que os receptores CD44 mediante ligação ao HA do patógeno podem induzir 

a internalização dos receptores EphA2, receptor da via de sinalização EPH-Ephrin-

A1 tirosina quinase, a qual por fim facilita a internalização de C. neoformans por 

aumentar a permeabilidade da BHE (Figura 4) (AARON et al., 2019). Ainda, estudos 

utilizando camundongos knockdown para CD44, demonstraram que estes possuem 

uma maior sobrevivência frente à infecção por C. neoformans (JONG et al., 2012), 

revelando a importância desse mecanismo de transmigração para o estabelecimento 

da meningoencefalite.  

 

 

Figura 4- Esquema representativo das enzimas necessárias aos mecanismos de 

transmigração. Na imagem representam-se os dois mecanismos de transmigração de células 
livres de C. neoformans, transcelular e paracelular. Transcelular: as enzimas Mpr1 e Pbl1 ou 

molécula HA (ácido hialurônico) que reveste a cápsula polissacarídica são importantes para 

transmigração transcelular e dependem do rearranjo de actina e posterior endocitose por parte 
das células endoteliais cerebrais (em azul). HA liga-se aos receptores do hospedeiro CD44, 

que ativa o rearranjo de actina facilitando a endocitose. Ainda CD44 induzidos por HA 

podem ativar a via de sinalização EphA2 que leva a uma maior permeabilidade das junções 
aderentes, facilitando assim o mecanismo paracelular. Paracelular: a atividade de urease 

causa danos às junções aderentes das células endoteliais cerebrais e promove a transmigração 

paracelular de C. neoformans. Adaptado de: (YANG; WANG; ZOU, 2017). 
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1.2.3.  Interação com o sistema imune  

 

C. neoformans desenvolveu mecanismos específicos de evasão do sistema 

imune, os quais garantem ao patógeno a capacidade de estabelecer o quadro 

infeccioso e permanecer por mais tempo nos tecidos do hospedeiro sem ser eliminado 

(ZARAGOZA, 2019). Essas estratégias de evasão vão desde mudanças morfológicas 

do fungo até a liberação de componentes que facilitem a interação patógeno-

hospedeiro.  

Após a inalação das partículas infecciosas, C. neoformans interage com a 

primeira linha de defesa do hospedeiro, que são os macrófagos alveolares 

(LUBERTO et al., 2003; MA; MAY, 2009). A resposta imune mediada pelos 

macrófagos alveolares efetiva-se na ativação de um dos subtipos, sendo 

classicamente (M1) e alternativamente (M2) ativados. Os macrófagos M1 são 

responsivos ao interferon γ, participam da produção de citocinas do tipo Th1, as quais 

são capazes de limitar a disseminação de C. neoformans para o SNC. Em 

contrapartida, os macrófagos M2 são ativados por citocinas do tipo IL-4 e IL-13, e 

ainda contribuem com a produção de citocinas Th2, as quais estão relacionadas com a 

permanência do patógeno e posterior disseminação ao parênquima cerebral. A 

polarização da resposta imune é dessa maneira dependente do perfil de citocinas 

prevalentes durante a infecção criptococócica (CHATURVEDI; WORMLEY, 2013).  

Como um patógeno intracelular facultativo, este fungo desenvolveu 

evolutivamente estratégias as quais o permitem replicar e sobreviver dentro dessas 

células fagocíticas (STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001). Uma das 

estratégias estabelecidas é a capacidade do fungo de alterar o pH do fagolisossomo de 

macrófagos, e como consequência o compartimento apresenta menor atividade 

antimicrobiana (DAVIS et al., 2015; LEON-RODRIGUEZ et al., 2018; LEVITZ et 

al., 1999). Sugere-se que essa modulação do pH possa ocorrer pelo tamponamento 

mediado pelos ácidos fracos presentes na cápsula polissacarídica, ou também pela 

atividade da urease, a qual hidrolisa de ureia em amônia e CO2 resultando em uma 

alcalinização deste ambiente (FU et al., 2018; LEON-RODRIGUEZ et al., 2018). 

Ademais, C. neoformans é capaz de permeabilizar e causar danos ao fagolisossomo, 

promovendo aumento da taxa de replicação fúngica intracelular (DAVIS et al., 2015; 

TUCKER; CASADEVALL, 2002).  
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Essa interação do patógeno com células fagocíticas pode ser direcionada a 

diferentes cenários. Uma opção é o aumento massivo da replicação fúngica, levando 

a morte da célula fagocítica pela via lítica. Alternativamente, C. neoformans pode 

escapar da célula fagocítica sem causar danos a esta por uma via não-lítica, processo 

denominado de vomocitose (ALVAREZ; CASADEVALL, 2006, 2007; 

JOHNSTON; MAY, 2013; MA et al., 2006). Ainda dentro desse processo pode haver 

a transferência lateral do fungo entre os macrófagos (Figura 5).  

 

 

 

Figura 5 - Esquema de interação entre C. neoformans e macrófagos. As células da 

levedura patogênica no tecido pulmonar são rapidamente fagocitadas pelos macrófagos 

alveolares. Porém, uma subpopulação de célula- Titã (Titan, célula gigante) no pulmão não 
pode ser fagocitada e permanece no meio extracelular. C. neoformans é capaz de se proliferar 

no meio intracelular (dentro dos fagolisossomos de macrófagos) ou extracelular (no tecido 

pulmonar). No processo de saída de dentro dos fagócitos as leveduras podem escapar através 
das vias lítica ou não lítica. Também pode ocorrer o mecanismo de transferência célula-

célula (transferência lateral). A disseminação ocorre quando células de C. neoformans livres 

ou dentro de macrófagos acessam a via sanguínea, podendo alcançar o SNC. No quadro à 
direita estão representados dois mecanismos de transmigração: o transcelular, evidenciando 

possíveis modificações morfológicas (forma ovóide) no sítio de interação com as células 

endoteliais; e a transmigração pelo mecanismo de cavalo de Tróia, onde C. neoformans 
atravessa a BHE dentro dos fagócitos e torna-se livre após acessar o parênquima cerebral. 

Adaptado de (KRONSTAD et al., 2011). 

 

Alterações morfológicas das células fúngicas também têm sido utilizadas pelo 

patógeno como estratégia de evasão do sistema imune. A estrutura da cápsula 

polissacarídica é muito dinâmica, podendo passar por rearranjos e modificações 

(OKAGAKI et al., 2010; ZARAGOZA, 2019; ZARAGOZA et al., 2009). Sabe-se 

que uma das principais contribuições dessa estrutura na interação patógeno 

hospedeiro é o de camuflar os elementos de reconhecimento do fungo às células do 
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sistema imune, tendo em vista que esta apresenta superfícies não reconhecidas por 

fagócitos (GARCÍA-RODAS; ZARAGOZA, 2012; KOZEL; GOTSCHLICH, 1982; 

POETA, 2004). Além disso, a secreção de GXM é capaz de inibir a atividade 

quimiotáxica do endotélio, limitando a migração de leucócitos, incluindo os 

neutrófilos (ELLERBROEK et al., 2002, 2004; ZHAO MING DONG; MURPHY, 

1993).  

Propõe-se ainda que a atividade de macrófagos seja paradoxal durante a 

infecção por C. neoformans. Estudos demonstraram que a depleção dessas células 

fagocíticas limita a infecção, resultando em uma diminuição da carga fúngica no 

tecido cerebral, pulmonar e baço. Assim, macrófagos poderiam constituir um nicho 

seguro para o fungo, propiciando a evolução da infecção (CHARLIER et al., 2009; 

ESHER; ZARAGOZA; ALSPAUGH, 2018; KECHICHIAN; SHEA; DEL POETA, 

2007). Dentro desse cenário, C. neoformans se beneficia da interação com as células 

fagocíticas, o que facilita sua disseminação. É notável que macrófagos sejam capazes 

de atravessar a BHE e acessar o SNC (CHARLIER et al., 2009; TSENG et al., 2015). 

O ingresso ao parênquima cerebral é um processo complexo, tendo em vista que este 

órgão conta com um sistema imune distinto do resto do corpo (PAPADOPOULOS et 

al., 2020), além de possuir uma barreira física designada de BHE, a qual é formada 

pelas células endoteliais cerebrais. Estas células possuem junções aderentes mais 

complexas quando comparadas às células endoteliais, além de possuírem uma alta 

resistência elétrica, o que compele que a transmigração das moléculas seja 

predominantemente transcelular ao invés de se utilizar do mecanismo paracelular 

(ABBOTT, 2002; STAMATOVIC; KEEP; ANDJELKOVIC, 2008). Dessa forma, 

macrófagos atravessam a BHE por um mecanismo sequencial bem estabelecido de 

rolamento, parada e diapedese, resultando no extravasamento de macrófagos. As 

células de C. neoformans utilizam esses fagócitos como veículos e obtêm acesso ao 

parênquima cerebral (ESHER; ZARAGOZA; ALSPAUGH, 2018). Diversos estudos 

já demonstraram e caracterizaram esse mecanismo de transmigração, denominado de 

cavalo de Tróia (Figura 2 e 5) (CHARLIER et al., 2009; SANTIAGO-TIRADO et al., 

2017; SORRELL et al., 2016), os quais propõem que esta migração ocorra através de 

poros transendoteliais (SANTIAGO-TIRADO et al., 2017).  

 

 

 



 

 29 

1.3.  Processos regulados por cálcio  

 

Um importante fator para a adaptação de C. neoformans ao ambiente do 

hospedeiro é o adequado funcionamento de diversas vias de sinalização, as quais 

regulam o fitness celular, proliferação e patogênese desta levedura. Diferentes vias de 

sinalização já foram caracterizadas, como a via da proteína quinase A, proteína 

quinase C (PKC) ativada por mitógeno (MAPK), as sinalizações dependentes de 

lipídeos (KOZUBOWSKI; LEE; HEITMAN, 2011), a via da fosfolipase C (PLC) 

(LEV et al., 2013, 2015), e a via de sinalização mediada por calcineurina, a qual é 

dependente de Ca2+ e extremamente regulada em células eucarióticas (KRAUS; 

HEITMAN, 2003; PARK et al., 2016). 

Nas etapas inicias dos processos evolutivos, íons Ca2+ foram adotados como 

um dos principais e mais versáteis reguladores intracelulares (CARAFOLI; KREBS, 

2016). Este elemento possui ampla distribuição, sendo o terceiro metal mais 

abundante da natureza, e dispõe de uma coordenação química característica. As 

propriedades químicas conferem a este cátion a capacidade de ser aceito aos sítios 

com geometrias irregulares, como os que são exibidos por proteínas complexas, e 

isso o torna mais competente para interagir do que outros metais, como por exemplo 

o magnésio (CARAFOLI; KREBS, 2016). Ademais, Ca2+ é o principal segundo 

mensageiro de células eucarióticas, e em leveduras este é capaz de regular diversos 

processos, incluindo adaptação a estímulos estressores como o estresse osmótico e 

salino, pH alcalino, danos ao retículo endoplasmático (RE) e resposta à presença de 

feromônios (RAMOS; SYCHROVÁ; KSCHISCHO, 2016). Ainda, em S. cerevisiae 

as sinalizações dependentes de Ca2+ são capazes de regular a progressão do ciclo 

celular (IIDA et al., 1990; KAHL; MEANS, 2003; MIYAKAWA; MIZUNUMA, 

2007; ZHANG; RAO, 2008).  

Compreendendo a importância que os sinais de Ca2+ desempenham no 

metabolismo celular, este deve ser mantido a níveis estritamente controlados, a fim 

de evitar gastos energéticos desnecessários. É importante salientar que Ca2+ se 

complexa e precipita na presença de fosfatos e polifosfatos, caracterizando a porção 

de Ca2+ não livre. Considerando que as células possuem um metabolismo energético 

orientado por fosfato dependente de ATP, reforça-se a importância da manutenção 

dos níveis de Ca2+. Ainda, o desequilíbrio e alta concentração de Ca2+ intracelular 

resultam em toxicidade celular, dado que se estabelece um cenário de ativação 
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permanente de vias de sinalização, envolvendo atividade de enzimas hidrolíticas 

como proteases, as quais podem causar danos às estruturas celulares. Na tentativa de 

reestabelecer o equilíbrio de Ca2+ intracelular, ativa-se um processo de detoxificação 

pela atividade mitocondrial, o que por fim pode resultar na precipitação de fosfato de 

cálcio. Finalmente, o acúmulo intracelular de Ca2+ acelera e ativa o processo de 

apoptose (CARAFOLI et al., 2001).  

Para controle de entrada e manutenção dos níveis de Ca2+, a célula conta com 

proteínas especializadas denominadas proteínas ligadoras de cálcio (PLC). Estas 

dividem-se entre proteínas de transporte, podendo estar ancoradas a membrana, e as 

transdutoras de sinais, que pela ligação ao Ca2+ sofrem modificação conformacional e 

assim efetuam e transmitem seus sinais (YÁÑEZ; GIL-LONGO; CAMPOS-TOIMIL, 

2012). Algumas destas proteínas serão exploradas com mais detalhes nos tópicos 

seguintes.  

 

1.3.1. Manutenção da homeostase de cálcio  

 

A manutenção da homeostase de Ca2+ em leveduras é mediada pela atividade 

de transportadores, canais e bombas os quais garantem que a concentração citosólica 

de Ca2+ deve se manter entre 50-200 nM, porém a quantidade total intracelular de 

Ca2+ varia de 2-3 mM. Dessa forma, a maior parte do Ca2+ intracelular fica estocado 

em vacúolos (RAMOS; SYCHROVÁ; KSCHISCHO, 2016), no retículo 

endoplasmático (RE) (STRAYLE; POZZAN; RUDOLPH, 1999), no complexo de 

Golgi (PINTON; POZZAN; RIZZUTO, 1998; RAMOS; SYCHROVÁ; 

KSCHISCHO, 2016), e em mitocôndrias (CUI et al., 2009a; RAMOS; SYCHROVÁ; 

KSCHISCHO, 2016; URIBE; RANGEL; PARDO, 1992).  

Considerando que Ca2+ é incapaz de permear pelas membranas plasmáticas 

das células e que trata-se de um íon essencial para viabilidade celular, C. neoformans 

produz alguns transportadores de membrana para sua obtenção (CARAFOLI et al., 

2001; LIU et al., 2015). Mais especificamente, Cch1 localiza-se na membrana 

plasmática e capta Ca2+ do meio extracelular para o intracelular (LIU et al., 2006) 

(Figura 6). Este transportador se torna ativo quando há necessidade de restaurar os 

níveis de Ca2+ intracelulares, respondendo ao estresse de RE ou quando os níveis de 

Ca2+ nesta organela encontram-se baixos (VU; BAUTOS; GELLI, 2015). A atividade 

de Cch1 é essencial para a virulência de C. neoformans e necessário para a captação 
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adequada de Ca2+ do meio extracelular em ambientes com baixa concentração do 

cátion (LIU et al., 2006). Enquanto Cch1 funciona como o poro do canal permeável, 

a atividade de Mid1, uma proteína de canal de cálcio stretch-activated, ainda não está 

bem elucidada. Porém, sabe-se que Cch1 e Mid1 formam um complexo, conhecido 

como Cch1-Mid1 channel complex (CMC), e que participam conjuntamente da 

formação deste canal. Além disso, recentemente demonstrou-se que Cch1 e Mid1 

independentemente são necessários aos mecanismos de tolerância ao estresse 

oxidativo (VU; BAUTOS; GELLI, 2015).  

 

 

Figura 6 - Representação esquemática dos transportadores de cálcio em C. neoformans. 

A imagem representa a localização intracelular dos transportadores de Ca2+. O canal Cch1 

localiza-se na membrana plasmática. Eca1 está localizado no RE. H+/ Ca2+ exchanger Vcx1 e 
Ca2+- ATPase Pmc1 estão ambos localizados na membrana vacuolar. Pmr1 Ca2+- ATPase 

encontra-se no complexo de Golgi.  

 

O RE requer uma quantidade elevada de Ca2+, tendo em vista que este 

participa ativamente no processamento e tráfico de peptídeos e proteínas, sendo 

necessário para as vias de secreção (RAMOS; SYCHROVÁ; KSCHISCHO, 2016). 

No RE de C. neoformans foi descrita a presença da proteína EcaI, uma bomba de 

Ca2+/ATPase, necessária à manutenção da atividade adequada do RE (FAN et al., 

2007). Além disso, a inativação gênica de ECAI resultou em uma linhagem 

hipovirulenta. Apesar de o RE ser capaz de armazenar determinada quantidade de 
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Ca2+, a maior parte deste cátion está contida em vacúolos (FAN et al., 2007). Dentro 

desses vacúolos, íons Ca2+ aparecem em dois estados, os reutilizáveis ou retornáveis 

ao citoplasma, que são os átomos de Ca2+ livre, e os não retornáveis, ou complexados, 

que são aqueles que formaram complexos de precipitados com polifosfatos presentes 

no vacúolo (RAMOS; SYCHROVÁ; KSCHISCHO, 2016). No patógeno C. 

neoformans dois transportadores vacuolares de cálcio foram identificados: Vcx1, um 

trocador H+/Ca2+; e Pmc1, uma bomba Ca2+- ATPase. Ambas proteínas possuem 

domínios transmembrana e são responsáveis pela captação do Ca2+ citoplasmático 

para o interior dos vacúolos (KMETZSCH et al., 2010, 2013).  

O transportador Vcx1 possui domínios antiporter Ca2+/H+ e Na+/Ca2+ 

exchanger, além de apresentar de 10 a 11 domínios transmembrana. A inativação do 

gene VCX1 originou uma linhagem com virulência atenuada em modelo murino de 

infecção, além de apresentar alterações no reconhecimento por células do sistema 

imune, como macrófagos. Vcx1 ainda é um componente da via de sinalização da 

calcineurina. Por fim, a linhagem mutante nula do gene VCX1 apresenta acúmulo de 

Ca2+ livre intracelular, reforçando sua importância na manutenção da homeostase de 

Ca2+ (KMETZSCH et al., 2010). Adicionalmente, análises in silico do transportador 

Pmc1 identificaram domínios de cátion/ATPase no domínio C, E1-E2 ATPase, 

hidrolase haloácida dealogenase-like e um transportador de cátion/ATPase no 

domínio N, sendo ainda preditos 10 domínios transmembrana. A inativação de PMC1 

resultou em uma linhagem (pmc1) hipovirulenta em modelo murino de infecção 

intranasal, a qual foi rapidamente eliminada do tecido pulmonar e incapaz de alcançar 

o SNC. Além disso, o mutante pmc1 apresenta-se sensível à altas concentrações de 

Ca2+ (KMETZSCH et al., 2013). Estudos mais recentes de nosso grupo demonstram 

que a atividade de Pmc1 é requerida para o estabelecimento da infecção do 

parênquima cerebral, visto que a o mutante nulo pmc1 é incapaz de transmigrar pela 

BHE em um modelo de infecção sistêmica em camundongos, além de apresentar 

menor sobrevivência no parênquima cerebral em comparação ao selvagem 

(SQUIZANI et al., 2018), potencialmente causado por um desequilíbrio geral na 

expressão de fatores requeridos para os processos de transmigração (SQUIZANI et 

al., 2018). Por fim, tanto VCX1 quanto PMC1 são positivamente regulados pela via 

da calcineurina, e necessários para a manutenção da homeostase de Ca2+ (SQUIZANI 

et al., 2018).  
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1.3.2. Proteínas ligadoras de cálcio e transdutoras de sinal 

 

Como mencionado anteriormente, e sugerido por Carafoli et al., 2001, as PLC 

podem ser agrupadas em duas categorias: PLC de membrana, as quais modulam e 

regulam a concentração de Ca2+ intracelular por meio do transporte do cátion; e as 

PLC moduladas por Ca2+  (CARAFOLI et al., 2001; YÁÑEZ; GIL-LONGO; 

CAMPOS-TOIMIL, 2012). Neste último, existem diversas proteínas com domínios 

específicos de ligação ao Ca2+, onde destaca-se o domínio de ligação EF-hand 

(YÁÑEZ; GIL-LONGO; CAMPOS-TOIMIL, 2012). Este domínio caracteriza-se 

pela presença de uma estrutura terciária hélice-loop-hélice, que usualmente dispõe de 

12 resíduos flanqueados com as alfas hélices posicionadas frente a frente 

perpendicularmente, lembrando uma mão com o indicador para cima e o polegar para 

frente, e na porção do loop é onde se acomodam os átomos de Ca2+ ou Mg2+ (Figura 

7) (CARAFOLI; KREBS, 2016). Inclusa na família de proteínas que contém os 

domínios EF-hand encontra-se a calmodulina, uma proteína sensora de Ca2+ e 

extensivamente estudada em células eucarióticas por participar da via de sinalização 

da calcineurina (YÁÑEZ; GIL-LONGO; CAMPOS-TOIMIL, 2012).  

A via de sinalização da calcineurina é uma das principais vias de sinalização 

ativadas por Ca2+ em uma grande diversidade de organismos (KOZUBOWSKI; LEE; 

HEITMAN, 2011; PARK et al., 2016). Em C. neoformans, a via da calcineurina é 

responsável pela manutenção da viabilidade da levedura diante de diferentes 

estressores e adaptação do patógeno ao ambiente do hospedeiro (ODOM et al., 

1997b; PARK et al., 2016). Esta via dependente de Ca2+ é capaz de regular processos 

como, crescimento a 37 ºC, o processo de mating e frutificação monocariótica, 

respostas ao estresse, integridade da parede celular, e virulência (CRUZ; FOX; 

HEITMAN, 2001; FOX et al., 2001; KOZUBOWSKI; LEE; HEITMAN, 2011; LEV 

et al., 2012; PARK et al., 2016). Na intercorrência de um aumento dos níveis 

intracelulares de Ca2+ esta oscilação é percebida pela proteína sensora de Ca2+ 

calmodulina, que ativa a serina / treonina fosfatase calcineurina por ligar-se à porção 

C-terminal da subunidade A deste heterodímero (KRAUS; HEITMAN, 2003; 

KRAUS; NICHOLS; HEITMAN, 2005), que sofre alterações conformacionais 

culminando na exposição do sítio catalítico (FOX et al., 2001; KRAUS; NICHOLS; 

HEITMAN, 2005).  
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Figura 7 - Imagem ilustrativa do domino de ligação a Ca2+ EF-hand. O motivo de ligação 

EF-hand proposto previamente (KRETSINGER et al., 1988), a partir da estrutura 
cristalográfica de parvalbumina pode ser representada como um indicador (hélice E) e 

polegar (hélice F) contendo um átomo de Ca2+ ligado ao loop. Adaptado de (KRETSINGER 

et al., 1988; YÁÑEZ; GIL-LONGO; CAMPOS-TOIMIL, 2012). 

 
Quando encontra-se na forma ativa, a fosfatase calcineurina é capaz de 

desfosforilar seus alvos, como por exemplo o fator de transcrição Crz1, o que leva à 

translocação desta proteína do citoplasma para o núcleo, ativando a transcrição de 

genes responsivos à calcineurina (Figura 9) (LEV et al., 2012; STIE; FOX, 2008; 

YOSHIMOTO et al., 2002). Estes genes possuem na sua região promotora uma 

sequência consenso de ligação denominada calcineurin-dependent responsive 

elements (CDRE) (CHOW et al., 2017) e seus produtos são relacionados à 

homeostase de Ca2+, como Pmc1 e Vcx1, tolerância ao estresse e integridade da 

parede celular, como CHS6, que codifica para quitina-sintase 6, um participante da 

síntese de quitina na parede celular (CHOW et al., 2017; LEV et al., 2012; PARK et 

al., 2016; SQUIZANI et al., 2018).  

Em C. neoformans, o único fator de transcrição responsivo à calcineurina 

identificado é Crz1, sendo também o único alvo conservado de calcineurina quando 

comparado com a via de Ca2+-calcineurina da levedura modelo Saccharomyces 

cerevisiae. Todavia, foi demonstrado que, em C. neoformans, calcineurina atua de 

maneira ramificada, controlando eventos a nível transcricional com auxílio de Crz1, e 

paralelamente a isso, a nível pós-transcricional, pela ativação de outros alvos, como 

Pbp1, Puf4 e Lhp1. Os referidos alvos são proteínas ligadoras de RNAs que são 

capazes de controlar a estabilidade, função e localização de mRNAs (Figura 8) 

(PARK et al., 2016). Ainda, foi demonstrado que em decorrência da ativação 
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mediada por estresse, ocorre a translocação da subunidade A da calcineurina do 

citoplasma para o RE, onde se co-localiza com P bodies (PB) e grânulos de estresse 

(GE). Essas estruturas representam um módulo de regulação de expressão gênica em 

eucariotos, visto que, estes armazenam mRNAs não traduzidos, repressores de 

tradução e agregados de RNA. Sugere-se então, que a translocação da calcineurina 

para locais de processamento de mRNA seja mais um mecanismo de regulação a 

nível pós-transcricional da calcineurina, e que conjuntamente auxilie na resposta ao 

estresse e virulência de C. neoformans (KOZUBOWSKI et al., 2011).  

 

 

Figura 8 – Esquema representativo da via de sinalização de calcineurina em C. 

neoformans. Calcineurina ativa seus alvos de maneira ramificada para regular o 

desenvolvimento a 37 ºC, virulência e reprodução sexual. Seus alvos incluem o fator de 

transcrição Crz1 e as proteínas ligadoras de RNA Lhp1, Puf4 e Pbp1, que possuem 
localizações subcelulares diferentes (núcleo, citoplasma e PBs/GE). Como resultado, é obtida 

a ativação transcricional e pós-transcricional necessárias para a termotolerância, virulência e 

reprodução sexual. Adaptado de (PARK et al., 2016). 

 

Como importante componente na virulência, a modulação da via da 

calcineurina se torna um alvo atraente como potencial estratégia terapêutica para a 

criptococose. Inibidores da via da calcineurina estão disponíveis comercialmente, 

como os imunossupressores Ciclosporina A (CsA) e FK506, os quais possuem 

atividade antifúngica. Estes fármacos difundem-se nas células de C. neoformans e se 

ligam à proteína ciclofilina A e à imunofilina FKBP12, respectivamente. Os 

complexos formados mediante a ligação dos fármacos às proteínas promovem um 

potente efeito inibitório da calcineurina. Porém, apesar de estudos in vitro terem 

demonstrado atividade antifúngica desses inibidores, estudos in vivo evidenciam uma 
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exacerbação do quadro infeccioso, sugerindo que os efeitos imunomodulatórios 

sobrepõem à atividade antifúngica destes fármacos (CRUZ et al., 2000; ODOM et al., 

1997a). Ainda assim, os componentes da via da calcineurina, ou da manutenção da 

homeostase de Ca2+ continuam atraentes alvos para o desenvolvimento de novas 

terapias antifúngicas (LIU et al., 2015). 

Dentro da família das proteínas com domínio EF-hand, encontra-se outra 

importante proteína ligadora e sensora de Ca2+: neuronal calcium sensor 1 (Ncs1). 

Esta proteína é amplamente distribuída e conservada em células eucarióticas, 

caracterizada pela presença de 4 domínios EF-hands em tandem, assim como de um 

sítio de miristoilação na sua porção N-terminal, o qual sofre uma modificação 

estrutural mediante a ligação a átomos de Ca2+, aumentando a hidrofobicidade de 

Ncs1 e servindo de ancoramento da proteína à membrana (LEMIRE; JEROMIN; 

BOISSELIER, 2016; TAMULI; KUMAR; DEKA, 2011). Ortólogos fúngicos de 

Ncs1 foram identificados, os quais foram relacionados ao crescimento celular, 

viabilidade e tolerância a Ca2+ e pH alcalino (AMES et al., 2000; FAN et al., 2012; 

GOHAIN; DEKA; TAMULI, 2016; HAMASAKI-KATAGIRI et al., 2004; 

HAMASAKI-KATAGIRI; AMES, 2010; HENDRICKS et al., 1999; MOTA 

JÚNIOR et al., 2008; SAITOH et al., 2003; TAMULI; KUMAR; DEKA, 2011). 

Levando em consideração a miríade de processos que Ca2+ é capaz de regular, e os 

potenciais e atrativos alvos relacionados à homeostase e regulação de sinalização de 

Ca2+, percebe-se a necessidade de serem elucidados novos componentes envolvidos 

na sinalização regulação e transdução de sinais dependente de Ca2+ em C. neoformans.   

 

1.4.  Fatores de transcrição associados à virulência de C. neoformans  

 

Uma diversidade de estudos realizados com C. neoformans elucidaram 

importantes vias de sinalização associada à virulência desta espécie, como as vias da 

calcineurina, da MAPK, do cAMP e de Rim101 (JUNG et al., 2015; 

KOZUBOWSKI; LEE; HEITMAN, 2011). Normalmente, estas vias dependem da 

ativação alvos como fatores de transcrição (FTs), os quais mediante a ligação aos 

sítios reguladores promovem a ativação ou repressão da transcrição de genes 

específicos. Usualmente os componentes gerais das vias de sinalização são 

evolutivamente mais conservados quando comparados aos FTs, os quais possuem 

uma maior variação entre espécies (JUNG et al., 2015). Em um estudo elaborado por 
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(JUNG et al., 2015), realizou-se a construção de uma biblioteca de mutantes nulos 

para genes codificantes de 155 fatores de transcrição de C. neoformans. Dezenas 

destas proteínas apresentam associação com virulência, avaliado em modelo 

invertebrado de criptococose, assim como de outros fenótipos associados. 

Recentemente, outro estudo do mesmo grupo (LEE et al., 2020) realizou uma análise 

geral de FTs que sejam necessários ao estabelecimento da infecção no tecido 

pulmonar e parênquima cerebral. Nove FTs foram essenciais e centrais para a 

manutenção da virulência de C. neoformans, onde se incluem Sre1 e Hob1, ambos 

envolvidos na via de biossíntese de ergoesterol, Hxl1 presente na via da resposta às 

proteínas mal-dobradas (UPR, do inglês unfolded protein response), Gat201 e Nrg1 

envolvidos na via biossintética da cápsula, e Pdr802, Fzc1, Fzc9 e Fcz31 os quais 

possuem domínios de ligação ao DNA (LEE et al., 2020).  

Alguns outros fatores de transcrição já haviam sido extensivamente 

caracterizados, como o anteriormente mencionado Crz1, o qual é essencial para a 

integridade da parede celular por ativar a transcrição de genes envolvidos com a 

síntese de quitina, e manutenção da virulência em C. neoformans (LEV et al., 2012). 

Este fator de transcrição é responsivo a estímulos estressores, principalmente à 

temperatura de 37 ºC, a qual estimula a translocação de Crz1 para o núcleo (LEV et 

al., 2012). É importante ressaltar que Crz1 depende de calcineurina para exercer a 

ativação de genes específicos, porém, paralelamente Crz1 possui alguns alvos 

gênicos independentes da via da calcineurina, como FKS1, o qual codifica para uma 

β-1,3 glucana sintase, e MPK1, que codifica a proteína downstream da via de 

sinalização da proteína kinase 1 (Pkc1). Ambos os genes são ativados por Crz1 em 

resposta ao estresse térmico, reforçando a ideia de que FTs podem ser ativados 

paralelamente por múltiplas vias de sinalização (CHOW et al., 2017). 

Adicionalmente, um estudo recente de nosso grupo demonstrou que Crz1 ainda está 

envolvido com a potencial ativação de URE1, que possui papel de relevância nos 

mecanismos de transmigração pela BHE (SQUIZANI et al., 2018).  

Outro FT que possui grande influência na adaptação do patógeno é o sterol 

regulator element binding protein (Sre1). Em C. neoformans, um estudo utilizando 

microarranjos e análise de expressão por northern blot revelou que este fator de 

transcrição está envolvido com a ativação de genes relacionados com a biossíntese de 

ergosterol e de captação de ferro (CHANG et al., 2007). Sre1 é responsivo a 

ambientes com limitação de oxigênio, e a linhagem nula para o gene SRE1 é 
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hipovirulenta em modelo murino, não sendo capaz de acessar o SNC, demonstrando a 

relevância desse FT para a adaptação do patógeno no hospedeiro. Além disso, o 

mutante sre1∆ apresenta maior sensibilidade a azoles, tendo em vista que essas 

drogas inibem a síntese de ergosterol, e não é capaz de se desenvolver em ambientes 

com baixa disponibilidade de ferro (CHANG et al., 2007). Ainda, foi demonstrado 

que a clivagem de SREBP, o precursor de Sre1 para sua forma ativa, ocorre em 

resposta a hipóxia (CHUN; LIU; MADHANI, 2007). Em Schizosaccharomyces 

pombe, o ortólogo SREBP é clivado em resposta aos baixos níveis de oxigênio, visto 

que hipóxia resulta na inibição da síntese de esterol, todavia SREBP de S. pombe 

também pode ser ativado pela liberação de Ca2+ do RE, que promove a translocação 

de Sre1 para o núcleo (HUGHES et al., 2007). Novamente demonstra-se uma forma 

alternativa de ativação de FTs.  

Recentemente foi descrito o FT homeobox Hob1, regulador da via de 

biossíntese de ergosterol, e também regulador indireto da biossíntese de melanina, 

por intermédio da ativação da transcrição de Bzp4 e Usv101, FTs diretamente ligados 

à síntese de melanina (LEE et al., 2019, 2020). Em decorrência do conjunto de genes 

dos quais este FT regula a expressão, Hob1 parece exercer importante papel na 

regulação da transmigração de C. neoformans e habilidade de sobrevivência no 

parênquima cerebral. A inativação de HOB1 resulta em uma linhagem hipovirulenta 

em modelo murino intranasal. Adicionalmente, propõe-se que Hob1 seja responsável 

pela regulação da transcrição de ITR3 e ITR4, que codificam transportadores de 

inositol, e também de MPR1, que codifica para metaloprotease. Estas proteínas são 

essenciais para a habilidade de transmigração pela BHE e sobrevivência no 

parênquima cerebral (LEE et al., 2020; LIU et al., 2013; VU et al., 2014). 

Conjuntamente, esses estudos demonstram a importância da atividade dos FTs na 

adaptação de C. neoformans ao hospedeiro, e evidenciam algumas características 

exclusivas deste organismo.  

 

Tabela 1 – Síntese de informações relevantes dos principais fatores de transcrição 

que serão abordados ao longo da Tese. 

Fator de 

transcrição 

Contribuição para 

virulência 

Processos regulados Responsivo à 

Crz1 Importante • Vias de resposta a estresse 

• Integridade de parede celular 

• Altas temperaturas 

• Aumento intracelular de 
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• Homeostase de Ca2+ Ca2+. 

Sre1 Essencial • Crescimento em ambientes com baixa 

oxigenação 

• Síntese de ergoesterol 

• Captação de ferro 

• Hipóxia 

Hob1 Importante • Síntese de ergoesterol 

• Processos de melanização 

• Transmigração pela BHE 

------------ 
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2.  Objetivos 

 

Caracterizar proteínas potencialmente envolvidas com a homeostase e 

sinalização dependente de Ca2+ na patogênese de C. neoformans e na disseminação 

para o sistema nervoso central.  

 

2.1.  Objetivos Específicos 

 

• Selecionar potenciais proteínas codificadas pelo genoma de C. neoformans que 

contenham domínios EF-hand; 

• Avaliar o papel da proteína selecionada Ncs1 na via de sinalização mediada por 

Ca2+-calcineurina, produção de determinantes de virulência e na virulência de C. 

neoformans; 

• Descrever e caracterizar a função de fatores de transcrição não canônicos 

potencialmente envolvidos na homeostase de cálcio em C. neoformans; 

• Avaliar a associação entre a homeostase de cálcio e a síntese de esteróis em C. 

neoformans. 
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3.  Resultados 

 

Os resultados obtidos na presente Tese estão organizados em dois capítulos. O 

primeiro capítulo trata da caracterização funcional do gene codificante da proteína 

Ncs1, que contém domínios EF-hand, assim como a associação da mesma com a via 

da sinalização de Ca2+-calcineurina e virulência em C. neoformans. Os resultados 

foram compilados no artigo intitulado “Ncs1 is calcineurin-regulated in Cryptococcus 

neoformans and essential for cell division and virulence”, aceito para publicação no 

periódico mSphere. O segundo capítulo trata da avaliação de uma biblioteca de 

mutantes nulos para fatores de transcrição de C. neoformans em relação a alterações 

na homeostase de cálcio e sua potencial associação com o metabolismo de esteróis. 
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3.1.  CAPÍTULO 1: Ncs1 is calcineurin-regulated in Cryptococcus neoformans 

and essential for cell division and virulence  
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Abstract 

Intracellular calcium (Ca2+) is crucial for signal transduction in Cryptococcus 

neoformans, the major cause of fatal fungal meningitis. The calcineurin pathway is 

the only Ca2+-requiring signalling cascade implicated in cryptococcal stress 

adaptation and virulence, with Ca2+-binding mediated by the EF-hand domains of 

the Ca2+ sensor protein calmodulin. In this study, we identified the cryptococcal 

ortholog of neuronal calcium sensor-1 (Ncs1) as a member of the EF-hand 

superfamily. We demonstrated that Ncs1 has a role in Ca2+ homeostasis under 

stress and non-stress conditions, as the ncs1∆ mutant is sensitive to a high Ca2+ 

concentration and has an elevated basal Ca2+ level. Furthermore, NCS1 expression 

is induced by Ca2+, with the Ncs1 protein adopting a punctate subcellular 

distribution. We also demonstrate that, in contrast to Saccharomyces cerevisiae, 

NCS1 expression in C. neoformans is regulated by the calcineurin pathway via the 

transcription factor Crz1, as NCS1 expression is reduced by FK506 treatment and 

CRZ1 deletion. Moreover, the ncs1∆ mutant shares a high temperature and high 

Ca2+ sensitivity phenotype with the calcineurin and calmodulin mutants (cna1∆ 

and cam1∆) and the NCS1 promoter contains two calcineurin/Crz1-dependent 

response elements (CDRE1). Ncs1-deficency coincided with reduced growth, 

characterized by delayed bud emergence and aberrant cell division, and 

hypovirulence in a mouse infection model. In summary, our data show that Ncs1 

has a significant role as a Ca2+ sensor in C. neoformans, working with calcineurin 

to regulate Ca2+ homeostasis and, consequently, promote fungal growth and 

virulence.   
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Importance 

Cryptococcus neoformans is the major cause of fungal meningitis in HIV infected 

patients. Several studies have highlighted the important contribution of Ca2+ 

signalling and homeostasis to the virulence of C. neoformans. Here, we identify the 

cryptococcal ortholog of neuronal calcium sensor-1 (Ncs1) and demonstrate its 

role in Ca2+ homeostasis, bud emergence, cell cycle progression and virulence. We 

also show that Ncs1 function is regulated by the calcineurin/Crz1 signalling 

cascade. Our work provides evidence of a link between Ca2+ homeostasis and cell 

cycle progression in C. neoformans.  

 

Introduction  

Cryptococcus neoformans is a basidiomycetous pathogenic yeast, found 

mostly in soil and bird droppings (MA; MAY, 2009; PARK et al., 2009a; 

THINYANE; MOTSEMME; COOPER, 2015). This pathogen is the etiological agent of 

cryptococcosis, which affects mainly immunocompromised individuals. This 

disease affects more than 220,000 HIV-infected patients per year, resulting in 

more than 180,000 deaths worldwide (RAJASINGHAM et al., 2017a; THINYANE; 

MOTSEMME; COOPER, 2015). The lung infection is initiated following the 

inhalation of small desiccated cells or spores. The infection can then spread via 

the bloodstream to the central nervous system, causing meningoencephalitis, 

which is the primary cause of death (ESHER; ZARAGOZA; ALSPAUGH, 2018; MA; 

MAY, 2009). To survive within the host environment, C. neoformans produces 

several virulence determinants, including a polysaccharide capsule, the pigment 

melanin, secreted enzymes (AARON; GELLI, 2020; DJORDJEVIC et al., 2005; 

SIAFAKAS et al., 2007; VU et al., 2014) and extracellular vesicles (RODRIGUES et 
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al., 2008). C. neoformans survival in the host is only possible due to its ability to 

grow at 37 °C and also aided by its capacity to survive within phagocytic 

mammalian cells (CHARLIER et al., 2009; LEVITZ et al., 1999; MA; MAY, 2009; 

MCCLELLAND; BERNHARDT; CASADEVALL, 2006; RODRIGUES et al., 2020; 

TUCKER; CASADEVALL, 2002).  

Fungal fitness and survival in the host environment is controlled by 

numerous signaling pathways including those that are regulated by intracellular 

Ca2+, which is an essential second messenger in eukaryotic cells (CUI et al., 2009a, 

2009b; ODOM et al., 1997a; RAMOS; SYCHROVÁ; KSCHISCHO, 2016). An increase 

in cytosolic Ca2+ is monitored by Ca2+ sensor proteins that, upon binding to Ca2+, 

change their conformation and transduce signals onto downstream targets (D. 

BURGOYNE, 2004; PARYS; DE SMEDT, 2012). An important Ca2+ sensor in fungal 

cells is calmodulin, which is a component of the calcineurin signaling pathway. 

Ca2+-induced conformational change in calmodulin activates the serine-threonine 

phosphatase, calcineurin. Calcineurin then mediates the regulation of several 

cellular responses by initiating changes in the phosphorylation status of its 

downstream targets (CRUZ; FOX; HEITMAN, 2001; KOZUBOWSKI; LEE; HEITMAN, 

2011; ODOM et al., 1997a). A major target of cryptococcal calcineurin is the 

transcription factor Crz1, which regulates the expression of genes involved in 

stress response and in the maintenance of cell wall integrity (LEV et al., 2012; 

ODOM et al., 1997b). In C. neoformans, the calcineurin pathway is also essential 

for growth at 37 °C, sexual reproduction and virulence (PARK et al., 2016); in 

Saccharomyces cerevisiae, it is required for cell cycle progression (MIYAKAWA; 

MIZUNUMA, 2007).  
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Given that high levels of cellular Ca2+ can be toxic, Ca2+ homeostasis is 

strictly regulated by several proteins acting as transporters, channels or pumps 

(CARAFOLI et al., 2001). In C. neoformans, these proteins include Cch1, a Ca2+ 

voltage-gated channel essential for virulence and Mid1, a stretch-activated Ca2+-

channel, both found in the plasma membrane (LIU et al., 2006; RAMOS; 

SYCHROVÁ; KSCHISCHO, 2016). Other cryptococcal calcium transporters that also 

promote virulence include the Ca2+‐ATPase, EcaI, found in 

sarcoplasmic/endoplasmic reticulum, the H+/ Ca2+ exchanger protein Vcx1 and 

the Ca2+ ATPase Pmc1, both localized on vacuolar membranes and responsible for 

Ca2+ storage (FAN et al., 2007; KMETZSCH et al., 2010, 2013; SQUIZANI et al., 

2018). Pmc1 is also required for C. neoformans transmigration through the blood-

brain barrier (BBB), proving that Pmc1-regulated Ca2+ homeostasis is crucial for 

disease progression (SQUIZANI et al., 2018).  

Despite the importance of Ca2+ homeostasis-related proteins in fungal cell 

fitness and virulence, with the exception of calmodulin, little is known about the 

function of other calcium binding proteins (CBPs) that act as Ca2+ sensors in C. 

neoformans. One such protein is the neuronal calcium sensor 1 (Ncs1). Ncs1 

orthologs in other fungi have roles in cell growth and viability, tolerance to Ca2+ 

(AMES et al., 2000; FAN et al., 2012; GOHAIN; DEKA; TAMULI, 2016; HAMASAKI-

KATAGIRI et al., 2004; HAMASAKI-KATAGIRI; AMES, 2010; MOTA JÚNIOR et al., 

2008; SAITOH et al., 2003; TAMULI; KUMAR; DEKA, 2011), membrane sterol 

distribution and expression of Ca2+ transporter genes (MOTA JÚNIOR et al., 2008). 

Here, we identify and characterize the Ncs1 ortholog in C. neoformans. Using gene 

deletion and in silico analysis, we investigate the role of Ncs1 in Ca2+ homeostasis, 
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growth, stress tolerance and virulence, and whether Ncs1 function is linked to the 

calcineurin pathway.  

Results  

Identification of the neuronal calcium sensor 1 (Ncs1) ortholog in C. 

neoformans. CBPs are either predominantly intrinsic membrane proteins that 

transport Ca2+ through membranes or Ca2+ modulated proteins, mainly 

represented by Ca2+ sensors involved in signal transduction (CARAFOLI et al., 

2001; PARYS; DE SMEDT, 2012). The later includes calmodulin and calcineurin, 

which harbor the calcium-binding (EF-hand) domain. Both proteins have been 

well studied in eukaryotic cells, including C. neoformans (KRAUS; NICHOLS; 

HEITMAN, 2005; ODOM et al., 1997b; PARK et al., 2016). However, calmodulin is 

the only intracellular calcium sensor characterized so far in C. neoformans. 

Considering the number and complexity of processes regulated by Ca2+, we sought 

to identify other CBPs in the EF-hand superfamily with Ca2+ sensor functions. In 

this context, we searched for the Ncs1 homologue in C. neoformans, given that this 

protein is important for Ca2+ regulated processes in a variety of eukaryotic cells 

(LEMIRE; JEROMIN; BOISSELIER, 2016).  

For this purpose, we performed an in silico analysis at FungiDB to 

identify the NCS1 coding sequence in the C. neoformans H99 genome (accession 

number CNAG_03370). Ncs1 is well conserved in eukaryotes, with orthologs 

sharing common regions, such as EF hand domains and a myristoylation motif. 

Our analysis revealed that C. neoformans Ncs1 contains four predicted EF-hand 

domains that span the full length of the protein (Fig. 1). Moreover, the presence of 

an N-terminal myristoylation motif was identified using the NMT-themyr 

predictor database. Myristoylation, a lipid modification conserved among 
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eukaryotic Ncs1 proteins (Burgoyne, 2004), is important for cell signaling, 

protein–protein interaction and protein targeting to endomembrane systems and 

the plasma membrane (UDENWOBELE et al., 2017). Comparative analysis of the C. 

neoformans Ncs1 protein sequence with Aspergillus fumigatus NCSA 

(Afu6g14240), Schizossacharomyces pombe NCS1 (SPAC18B11.04) and S. 

cerevisiae FRQ1 (YDR373W), which are already functionally characterized (AMES 

et al., 2000; HAMASAKI-KATAGIRI et al., 2004; MOTA JÚNIOR et al., 2008), 

revealed a high amino acid sequence similarity (86, 87 and 81%, respectively) 

(Fig. 1). 

Disruption of the NCS1 gene affects C. neoformans traits associated with 

calcium homeostasis. Calcium sensor proteins measure fluctuations in free 

cytosolic Ca2+ and transduce the signal to downstream effectors (KRAUS; 

HEITMAN, 2003; KRAUS; NICHOLS; HEITMAN, 2005; MOTA JÚNIOR et al., 2008). 

To determine whether Ncs1 plays a similar role in C. neoformans, we obtained a 

NCS1 gene knockout strain (ncs1∆) from the Madhani’s mutant collection (LIU et 

al., 2012) and generated a NCS1 reconstituted (ncs1∆::NCS1) strain (Fig. S1) using 

the ncs1∆ background. We then evaluated the ability of these mutant strains to 

grow under different stresses. We initially chose high Ca2+ concentration (to alter 

Ca2+ homeostasis) and high temperatures (37 °C and 39 °C), as the calcineurin 

(cna1∆) and calmodulin (cam1∆) mutants were shown to be sensitive under these 

growth conditions (KRAUS; NICHOLS; HEITMAN, 2005; LEV et al., 2012; ODOM et 

al., 1997b). We observed impaired ncs1∆ growth in high Ca2+ levels and at 39 °C, 

but not at 37 °C; these growth defects were restored to WT levels in the 

ncs1∆::NCS1 strain (Fig. 2). Lower Ca2+ concentrations (ranging from 1 to 20 mM 

CaCl2) did not influence ncs1∆ growth (data not shown). Other traits associated 
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with Ca2+-calcineurin pathway, such as growth in the presence of cell wall 

perturbing agents (Calcofluor white and Congo red) and osmotic stress (1 M 

NaCl) were evaluated in the ncs1∆ null mutant, with no effect observed (Fig S2).  

We also evaluated whether the level of free intracellular Ca2+ in C. 

neoformans is affected in the absence of Ncs1. Relative to the WT strain, the ncs1∆ 

mutant had a higher basal level of free cytosolic Ca2+, which was reduced to WT 

levels in the ncs1∆::NCS1 strain. This high Ca2+ level phenotype was shared with 

that observed for the cna1∆ and cam1∆ mutant strains (Fig 3A). In S. pombe, Ncs1 

physically interacts with the Mid1 ortholog, Yam8, which is a stretch-activated 

Ca2+-channel. S. pombe YAM8 gene disruption in the ncs1∆ background restored 

the Ca2+ sensitive phenotype (HAMASAKI-KATAGIRI; AMES, 2010). In this study, 

the authors proposed that Ncs1 negatively regulates the Yam8 calcium channel. 

We therefore investigated whether the high affinity Mid1-Cch1 calcium channel 

complex (HONG et al., 2013; VU; BAUTOS; GELLI, 2015) is responsible for the 

increased intracellular Ca2+ observed in the ncs1∆ mutant. Specifically, we used 

real-time RT-qPCR to compare the expression of MID1 and CCH1 in WT and ncs1∆ 

grown in YPD with or without 100 mM CaCl2 for 24 hours. The transcript levels of 

both genes increased by approximately 3-fold in the ncs1∆ mutant strain, but only 

following growth in the presence of 100 mM CaCl2 (Fig 3B). No differences in 

CCH1 and MID1 expression was observed in WT and ncs1∆ grown in YPD without 

CaCl2 (Fig 3B), suggesting that the Mid1-Cch1 complex, which imports Ca2+ into 

the cytosol (LIU et al., 2006; VU; BAUTOS; GELLI, 2015), is not the source of extra 

Ca2+ in the ncs1∆ mutant. In further support of this, we generated a mid1∆ncs1∆ 

double mutant in C. neoformans and found that increased intracellular Ca2+ 

accumulation and Ca2+ sensitivity persisted in this mutant (Fig. S3). Despite these 
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findings, we cannot rule out the involvement of other low affinity calcium 

channels in contributing to the increased intracellular Ca2+ observed in the ncs1∆ 

mutant. 

We also C-terminally tagged Ncs1 with GFP (NCS1::GFP) to assess Ncs1 

subcellular localization. Faint, predominantly cytosolic, Ncs1 fluorescence was 

observed when the strain was cultured in the absence of Ca2+. However, the 

fluorescence was higher than that observed for the non-fluorescent WT control 

strain (Fig. 3C). Ncs1 fluorescence became more intense following culture in the 

presence of Ca2+ (100mM CaCl2),  with Ncs1 adopting a more punctate staining 

pattern: 24.5 ± 1.1 % and 36.3 ± 3.0 % of the cell population displayed puncta in 

the absence (MM) and presence of Ca2+ (MM + CaCl2), respectively (p =0.013 

Welch’s test with n ≥ 200 cells per sample) (Fig. 3C). Increased Ncs1 fluorescence 

in the presence of Ca2+ correlated with higher expression of NCS1 by NCS1::GFP 

strain in the same condition (Fig. 3D). Taken together, these results suggest that 

Ncs1 responds to increase in intracellular Ca2+ levels and participates in the 

regulation of calcium homeostasis in C. neoformans.  

NCS1 is a calcineurin-Crz1 responsive gene. Given that NCS1 is a Ca2+-

responsive gene in C. neoformans (Fig. 3D), we investigated whether NCS1 

expression is regulated by the calcineurin signaling pathway via the transcription 

factor Crz1. NCS1 expression was analyzed in the presence and absence of the 

calcineurin inhibitor FK506 (Fig. 4A), and in the WT and crz1Δ mutant (Fig. 4B). 

The results demonstrated that FK506-treatment reduced NCS1 transcription in 

the WT (Fig 4A), and that NCS1 expression was downregulated in the crz1Δ 

mutant at 25 °C and 37 °C (Fig. 4B). In further support of NCS1 being a Crz1 target, 

we identified two Crz1-binding consensus motifs (CHOW et al., 2017) in the 
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putative NCS1 regulatory region encompassing the 1,000 nucleotides sequence 

upstream of the transcription start site (Fig. 4C). These findings provide evidence 

that Ncs1 and calcineurin work together to regulate Ca2+ homeostasis. 

Ncs1 activity is essential for C. neoformans virulence. As proven in other 

studies, the disruption of Ca2+ homeostasis components is important for 

cryptococcal pathogenicity (FAN et al., 2007; KMETZSCH et al., 2010, 2013; LIU et 

al., 2006, 2015; SQUIZANI et al., 2018). To determine whether disruption of Ncs1-

mediated calcium homeostasis also contributes to pathogenicity, we compared 

the virulence of the ncs1∆ mutant strain to that observed for the WT and 

ncs1∆::NCS1 strains in a mouse inhalation model of cryptococcosis. In a Kaplan-

Meier survival study, the ncs1∆ null mutant strain was found to be hypovirulent 

(Median Lethal Time -LT50 32.7 days) when compared to WT (LT50 18.9, p < 

0.0001) and the ncs1∆::NCS1 strains (LT50 17.4 days, p < 0.0001) (Fig. 5A). 

Although the disruption of NCS1 prolonged mouse survival, no difference in the 

fungal burdens in lung and brain were observed at time of death when infected 

mice had lost 20% of their pre-infection weight (Fig. 5B). Thus the ncs1∆ null 

mutant strain is capable of infecting the lung and brain tissue but potentially 

grows at a slower rate compared to WT and the ncs1∆::NCS1 strains.  

Ncs1 is necessary for growth under host mimicking conditions. We also 

analyzed the capability of ncs1∆  mutant to synthesize the polysaccharide capsule, 

since this is the main cryptococcal virulence factor (MA; MAY, 2009; 

MCCLELLAND; BERNHARDT; CASADEVALL, 2006). We observed that when the 

ncs1∆ strain is grown under capsule inducing conditions (DMEM at 37 °C and 5 % 

CO2), mutant cells produce smaller capsules in comparison to WT 

and ncs1∆::NCS1 strain (Fig. 6A). However, capsule size was not affected following 
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growth in mouse serum (data not shown). Next, we compared growth of the 

∆ncs1 mutant to that of the WT and ncs1∆::NCS1 strains in the capsule induction 

condition utilized and found that the mutant growth was drastically compromised 

(Fig. 6B). Similarly, growth of ncs1∆ was severely impaired in mouse serum over a 

24-hour period at 37 °C with 5% CO2 (Fig. 6C). Collectively, these results suggest 

that hypovirulence of the ncs1∆ mutant is most likely associated with the 

observed growth defects, with reduced capsule size playing only a minor 

contribution to this virulence phenotype.   

Ncs1 is important for the release of daughter cells. Microscopic analysis to 

evaluate the size of the polysaccharide capsule and the growth rate in mouse 

serum revealed that some ncs1∆ cells displayed aberrant morphology and cell 

division (Fig. 7A), suggesting that Ncs1 could play a role in cell cycle progression. 

We therefore investigated the growth defect further by determining the time it 

took for buds to emerge using time-lapse microscopy (Fig. 7B and Movies S1 and 

S2). Given that the mutant was severely attenuated in growth when cultured in 

DMEM or exposed to mouse serum, we chose YPD medium for this analysis, as it 

is a richer medium where mutant growth is not as compromised. To avoid bias 

due to lack of synchronization, we only measured the time of bud emergence in 

cells after the bud of the first daughter cell had separated from the mother or, in 

the case of the mutant cells, where progeny did not detach from mother cell, after 

the second bud emergence. The results demonstrate that it took ~70 min for buds 

to emerge in the WT cells and more than 140 min for buds to emerge in isolated 

and clumped ncs1Δ mutant cells (Fig. 7C). Furthermore, buds were slow to be 

released in some ncs1Δ mutant cells, resulting in more extensive cell clumping.  
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As cell division is linked to the cell cycle, we evaluated whether cells lacking 

NCS1 displayed defects in cell cycle regulation by measuring the levels of two 

transcripts associated with different stages of the cell cycle: the G1 cyclin encoded 

by CNL1 (GARCÍA-RODAS et al., 2014) and the S phase DNA replication licensing 

factor encoded by MCM2 (KELLIHER et al., 2016; KELLIHER; HAASE, 2017). We 

also measured the transcript levels of the G protein coupled receptor encoded by 

GPA2, which displays oscillatory expression during the cell cycle (KELLIHER et al., 

2016; KELLIHER; HAASE, 2017). All three genes were upregulated in the 

ncs1∆ strain compared to WT after 4 h of growth in YPD (Fig. 7D), reinforcing that 

cell cycle progression is altered in the ncs1Δ mutant strain. 

Discussion 

Our results indicate that NCS1 expression in C. neoformans is regulated by 

Ca2+ and the calcineurin/Crz1 pathway and corroborate findings on the Ncs1 

ortholog in fission yeast (HAMASAKI-KATAGIRI; AMES, 2010). In contrast to our 

conclusions and those made in studies using S. pombe, the S. cerevisiae Ncs1 

ortholog, Frq1, was found to be essential for viability and the level of FRQ1 

expression was not influenced by the calcineurin/Crz1 pathway as revealed by 

microarray analysis (YOSHIMOTO et al., 2002). This suggests that distinct calcium 

sensing mechanisms exist in fungal species despite wide-spread functional 

conservation of Ncs1 and other regulators of Ca2+ homeostasis.  

An interesting feature of the ncs1∆ mutant is its attenuated virulence in a 

murine model of cryptococcosis. In contrast, attenuated virulence was not 

observed for the null Ncs1 ortholog mutant (NCSA) in A. fumigatus (MOTA JÚNIOR 

et al., 2008) reaffirming that processes regulated by Ncs1 orthologs in pathogenic 

fungi differ, or that other genes  can compensate in the absence of NCSA . 
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Moreover, cryptococcal ncs1∆ took longer to achieve the growth densities 

associated with debilitating infection in the tissues of WT-infected mice. This 

slower growth phenotype in vivo correlated with the reduced rate of proliferation 

of ncs1∆ in mouse serum and impaired bud emergence and release. These results 

confirm that Ncs1 is important for fungal adaptation to the host environment and 

for the establishment of disease and reaffirm the importance of Ca2+ homeostasis 

and Ca2+ signaling in cryptococcal virulence. Our findings also extend the set of 

calcium-related genes involved in virulence to include Ncs1. 

 Given that expression of ~40 virulence-associated genes is linked to the 

cell cycle in C. neoformans, the control of this process is fundamental to disease 

progression (KELLIHER; HAASE, 2017). In S. cerevisiae, Ca2+ homeostasis is linked 

to cell cycle regulation as a decrease in intracellular Ca2+ leads to transient arrest 

in the G1 phase, followed by interruption in the G2/M phase (IIDA et al., 1990; 

KAHL; MEANS, 2003; MIYAKAWA; MIZUNUMA, 2007; ZHANG; RAO, 2008). 

Moreover, bud emergence and the cell cycle depend on calcineurin activity, which 

regulates the availability of proteins involved in cell cycle regulation. These 

proteins include Swe1, a negative regulator of Cdc28/Clb complex; Cln2, a protein 

kinase required for cell cycle progression, and a G2 cyclin (MIYAKAWA; 

MIZUNUMA, 2007). In this context, we speculate a potential role for calcineurin 

signaling in cell cycle regulation in C. neoformans. Our new data demonstrate that 

Ncs1 interferes with the transcription profile of genes associated with cell cycle 

progression (CLN1, GPA2 and MCM2). Notably, overexpression of the S. cerevisiae 

G1/S cyclin, Cln1, led to a filamentation phenotype (KRON; GOW, 1995). In our 

study, we showed that the cryptococcal ncs1Δ mutant was impaired in bud 

emergence and release as seen in time-lapse microscopy. Furthermore, the C. 
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neoformans cln1∆ mutant exhibited aberrant bud emergence and cell division and 

a consistent delay in budding (VIRTUDAZO et al., 2010), which are phenotypes 

also observed in cryptococcal ncs1∆ mutant cells. Additional experiments to 

confirm the impact of Ca2+ homeostasis on cryptococcal cell cycle regulation are 

necessary to support this hypothesis.  

We hypothesize that Ca2+ excess, or even other types of stress, leads to 

activation of the calcineurin pathway, which ultimately drives the expression of 

Ncs1 in a Crz1-dependent fashion. Therefore, Ca2+-activated Ncs1 would 

participate in a diverse array of cellular processes to cope with Ca2+ excess, 

including the regulation of cell division via its potential association with Pik1, a 

protein implicated in cell septation in fission yeast (PARK et al., 2009b). Two lines 

of evidences support this hypothesis: (i) yeast Pik1 forms puncta consistent with 

its localization in the Golgi apparatus (STRAHL et al., 2005) and we observed that 

cryptococcal Ncs1 also forms puncta, particularly when Ca2+ is present; and (ii) 

yeast Frq1 physically interacts with Pik1 (STRAHL et al., 2005). Structural studies 

performed on Ncs1 reveal that the myristoyl group flips out following Ca2+ 

binding, allowing Ncs1 to anchor reversibly to membranes (AMES et al., 2000; D. 

BURGOYNE, 2004; TAMULI; KUMAR; DEKA, 2011). Thus, it is possible that Ca2+ 

binding to Ncs1 exposes the hydrophobic N-myristoylation domain, promoting 

Ncs1 association with Pik1 in Golgi membranes and, hence, proper cell septation 

and division. Further experiments are required to confirm that the puncta 

assumed by Ncs1 upon addition of calcium colocalizes with Golgi. 

 In summary, we have characterized the Ncs1 homologue in C. neoformans, 

demonstrating its importance in Ca2+ homeostasis and virulence. We showed that, 

in contrast to S. cerevisiae, NCS1 is a calcineurin-responsive gene in C. neoformans, 
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with calcineurin and Ncs1 working together to regulate calcium homeostasis and, 

hence, promote fungal growth and virulence. To our knowledge, this is the first 

report of a role for Ncs1 in fungal virulence using a mammalian infection model, 

and of a potential correlation between Ca2+ signaling and cell cycle progression in 

C. neoformans. 

Material and methods  

Fungal strains and media. The C. neoformans serotype A strain Kn99 was chosen 

to conduct the study as wild type (WT). The NCS1 gene (CNAG_03370) deletion 

mutant (ncs1Δ), cna1Δ mutant and cam1Δ mutant were obtained from Dr. H. 

Madhani’s library (LIU et al., 2012). The ncs1Δ reconstituted strain (ncs1Δ::NCS1), 

the mid1Δncs1Δ double mutant and the NCS1::GFP strains were all constructed 

using overlapping PCR as previously described (LEV et al., 2013), and site 

directed homologous recombination was performed. Transformation was carried 

out using biolistic transformation, as previously described (TOFFALETTI et al., 

1993). The primer list is presented at Table S1, and the confirmations of the 

cassette’s insertions are demonstrated in Fig. S1. Fungal cells were maintained on 

solid YPD medium (1 % yeast extract, 2 % peptone, 2 % dextrose and 1.5 % agar). 

YPD plates containing hygromycin (200 μg/mL) or G418 (100 μg/mL) were used 

to select C. neoformans transformants.  

In silico analysis. To evaluate Ncs1 protein conserved domains we used the 

protein sequences and annotations retrieved from FungiDB database 

(http://fungidb.org) (BASENKO et al., 2018), applying FungiDB tools and 

InterproScan database (MITCHELL et al., 2015). The same was performed for 

NMT-themyrpredictor database to identify the N-terminal myristoylation 
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consensus sequence. Conservation was assessed using BLASTp against target 

proteins. Finally, the presence of the Crz1‐binding motif on the promoter region 

of the NCS1 gene was made by manually search. We recovered the putative 

regulatory regions of cryptococcal genes from FungiDB (http://fungidb.org), 

selecting 1,000 bp upstream of the transcription start site of NCS1 gene. The 

sequences utilized for Crz1‐binding motif search are already described (CHOW et 

al., 2017). 

Virulence assays were performed as previously described (Lev et al., 2015). 

Briefly, female C57BL/6 mice (10 per infection group) were anesthetized by 

inhalation of 3% isoflurane in oxygen and infected with 5 x 105 fungal cells (WT, 

ncs1∆ or ncs1∆::NCS1 strains) via the nasal passages. Mice were monitored daily 

and euthanized by CO2 asphyxiation when they had lost 20% of their pre-

infection weight, or prior in case of debilitating symptoms of infection. Median 

survival differences were estimated using a Kaplan-Meier Log-rank Mantel-Cox 

test. Post euthanasia, lungs and brain were removed, weighed, and homogenized 

in 2 ml sterile PBS using a BeadBug (Benchmark Scientific). Organ homogenates 

were serially diluted and plated onto Sabouraud dextrose agar plates. Plates were 

incubated at 30 °C for 2 days. Colony counts were performed and adjusted to 

reflect the total number of colony-forming units (CFU) per gram of tissue or ml of 

blood. For fungal burden analysis, Two-way ANOVA with Tukey post-hoc was 

utilized to determine the statistical significance. 

C. neoformans replication in mice serum. A total of ten BALB/c mice (10-week-

old) were obtained from Biotechnology Center, UFRGS, Brazil. Mice were 

anaesthetized using isoflurane (in a chamber), and blood was collected from 
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mice’s retro-orbital space, using a glass capillary. Next, mice were euthanized 

using an overdose of thiopental (140 mg/kg). Serum was obtained from total 

blood after centrifugation (3000 x g, 15 min at room temperature). A total of 

1,000 cells in 100 μL suspension of the WT, ncs1∆ and ncs1∆::NCS1 strains were 

inoculated at heat-inactivated mice serum in a 96-well plate and incubated at 

37 °C, 5 % CO2 for 24 h. Thereon, yeast cells were collected and plated on YPD 

plates for CFU determination. Separate wells were conducted to cell morphology 

analysis, where yeast cells were firstly fixed with 4% paraformaldehyde for 30 

minutes at 37 °C, and then analyzed using light microscopy.  

Yeast growth in DMEM. A total of 1 x 106 cells in 1000 μL suspension of the WT, 

ncs1∆ and ncs1∆::NCS1 strains were inoculated at DMEM media in a 24-well plate 

and incubated at 37 °C, 5 % CO2 for 24 and 48 h. Next, yeast cells were gathered 

and plated on YPD plates for CFU determination. Separate wells were conducted 

to cell morphology analysis, where fungal cells were fixed with 4% 

paraformaldehyde for 30 minutes at 37 °C, and then analyzed using India ink 

counterstaining in a light microscopy. 

Intracellular calcium measurements. Free intracellular Ca2+ in C. neoformans 

was quantified by flow cytometry (Millipore Guava-soft) following cellular 

staining with the Calcium Sensor Dye Fluo-4- AM (Termofisher Scientific) at a 

final concentration of 2 μM. Briefly, yeast cells were cultured overnight on YPD at 

30 °C with shaking. Next, cells were centrifuged (6000 rpm for 3 minutes) and 

washed twice with phosphate buffer. After adjusting the cell density (OD600nm= 

1.0), the Fluo-4-AM dye was added to each tube and incubated at 37 °C for 1 h. 

The flow was adjusted to pass < 500 cells/μL, and a total of 5,000 events were 
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evaluated.   

Phenotypic characterization assays. For phenotypic characterization, WT, 

ncs1∆ mutant, and ncs1∆::NCS1 complemented strains were grown overnight on 

YPD at 30 °C with shaking. Further, cells were centrifuged and washed twice with 

deionized water, and adjusted to 108 cells/mL. The cell suspensions were then 

subjected to serial dilution (10-fold), and 3 μL of each dilution was spotted onto 

YPD agar supplemented with different stressors, including CaCl2 (200 mM and 

300mM). Cell wall perturbation was assessed using Congo red (0.1 %) and 

Calcofluor white (0.5 mg/ mL), as previously described (LEV et al., 2012). The 

sensitivity to osmotic stress was evaluated utilizing NaCl 1M. Morover, 

menadione (30 μM) was used as an oxidative stressor, and low phosphate 

environment was used as a starvation condition (LEV et al., 2019). All the plates 

were incubated for 48 hours at 30 °C and photographed, with the exception of 

plates incubated at high temperatures (37 °C or 39 °C). 

Fluorescence and light microscopy. Fluorescence microscopy assays were 

accomplished using a DeltaVision fluorescence microscope. WT and NCS1::GFP 

cells were incubated at minimal media (2 g/L L-asparagine, 1 g/L MgSO4 . 7H2O, 6 

g/L KH2PO4, 2 g/L thiamine) without or supplemented with 100 mM CaCl2  for 16 

h at 30 °C with shaking. Thereafter, cells were washed once with PBS and 

analyzed. For light microscopy, WT, ncs1∆ mutant, and ncs1∆::NCS1 cells were 

grown in DMEM or minimal media, at 37 °C, and 5% CO2 for 72 h. Next, the cells 

were fixed with 4% paraformaldehyde for 30 min at 37 °C, washed with PBS and 

then analyzed under light microscopy, using counterstaining with India ink. To 

define the relative capsule sizes, measures of the distance between the cell wall 
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and the capsule outer border were determined and divided by each cell diameter, 

through IMAGEJ software (http://rsbweb.nih.gov.ij/). At least 50 cells of each 

strain were measured. 

Time-lapse microscopy. Cellular division was followed using confocal 

microscopy. The experimental design was performed as already described 

(GARCÍA-RODAS et al., 2014), with few modifications. Briefly, WT or ncs1∆ 

mutant cells were cultured overnight on liquid YPD medium at 30 °C with shaking. 

Further, cells were washed twice with PBS and adjusted to 106 cells/mL with YPD 

medium at pH=7.45. One hundred μL of cell suspension was inoculated on a cell 

culture dish, 35/10 mm glass bottom (Greiner Bio-one). The culture dish was 

previously treated with 100 μL of poli-L-lysin (0.1mg/mL) for 1 h, washed 3 times 

with PBS, and then incubated with 10 μg/mL MAb 18B7 for 1 h. Thereon, the 

culture dishes were incubated in a temperature-controlled microscope chamber 

adjusted to 37 °C, and 5 % CO2. Image acquisition was done in a 30-seconds 

interval, using differential inference contrast (DIC) objective in a confocal 

microscope FV1000, at Microscopy and Microanalysis Center (CMM) of the 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). The statistical analysis was 

done by timing how long each mother cell took to originate a bud. Measurements 

were performed at the beginning of the second budding in order to avoid errors 

associated with the lack of tools to synchronize cells. 

Quantitative RT-qPCR analysis. For gene expression analysis, strains were 

subjected to different conditions, as described on figures legends. RT-qPCR 

technique was performed for all experiments as follows. Cryptococcal cells were 

washed once with PBS, and then frozen in liquid nitrogen and lyophilized. Cell 
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lysis was performed by vortexing the tubes with the dry pelleted cells using acid-

washed glass beads (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Three independent 

sets of RNA samples for each strain were prepared using TRIzol reagent 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s protocol. Next, 

RNA samples were treated with DNAse (Promega, Madison, WA, USA), and a total 

of 300 ng treated-RNA was used for reverse transcription reaction with ImProm-

II Reverse transcriptase (Promega, Madison, WA, USA). The RT-qPCR was 

assessed on a Real-time PCR StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA). PCR thermal cycling conditions had an initial step at 94 °C 

for 5 min, followed by 40 cycles at 94 °C for 30 s, 60 °C for 30 s, and 72 °C for 60 s. 

Platinum SYBR green qPCR Supermix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was used as 

reaction mix, with 1 μL of the cDNA (16 ng) template, in a final volume of 20 μL. 

Each cDNA sample was done in technical triplicates. Melting curve analysis was 

performed at the end of the reaction to confirm a single PCR product. Thereon, the 

data were normalized to the actin cDNA levels. Relative expression was 

determined by the 2-ΔCT  method (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 
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Figures and Supplementary Figures 

 

Figure 1. Identification of Ncs1 as a putative calcium binding protein in C. 

neoformans. Comparative in silico analysis of C. neoformans Ncs1 (CNAG_03370), 

Aspergillus fumigatus NcsA (Afu6g14240), Schizossacharomyces pombe Ncs1 

(SPAC18B11.04) and S. cerevisiae Frq1 (YDR373W) amino acid sequences 

indicates the presence and position of the four EF-hand domains (blue bars) and 

the N-terminal myristoylation domain (red bars).  

 

Figure 2. Disruption of NCS1 leads to stress sensitivity in C. neoformans. Spot 

plate assays of the WT, ncs1∆ mutant and ncs1∆::NCS1 complemented cells were 

performed on YPD agar. The plates were incubated at 30 ˚C (control for normal 

growth), 37 ˚C or 39 ˚C, and under stress induced by Ca2+ (200 mM or 300mM 

CaCl2, at 30 ˚C). The calcineurin (cna1Δ) and calmodulin (cam1Δ) mutants were 

included as controls, separated by a thin white line that indicates noncontiguous 

portions of the same image. All assays were conducted for 48 h.  
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Figure 3. Cryptococcal Ncs1 is associated with Ca2+ homeostasis. (A) The 

basal levels of free intracellular Ca2+ in WT, ncs1∆, ncs1∆::NCS1, cna1∆, and cam1∆ 

mutant cells were quantified by flow cytometry following staining with the 
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calcium specific dye, Fluo-4-AM. Left panel represents the histogram of Fluo-4-AM 

emitted fluorescence of indicated strains cultivated in YPD medium at 30 ˚C. Right 

panel represents the percentage of gated fluorescent cells ± standard deviation 

(three biological replicates). Mean values were compared using one-way-ANOVA 

and Dunnet’s as a post hoc test. Statistical significance is represented as **** p< 

0.0001 and * p< 0.05. (B) The transcript levels of genes encoding the calcium 

transporters, CCH1 and MID1, were evaluated using RT-qPCR. The WT and ncs1∆ 

strains (106 cells/mL) were incubated in YPD for 16 h with shaking, either at 

37 °C (control), or 37 °C supplemented with Ca2+ (100 mM CaCl2). RNA was 

extracted and cDNA synthesized. Each bar represents the mean ± the standard 

deviation (n=3) for each gene in each strain normalized to actin. Statistical 

analysis was performed using a Student’s t test (* p< 0.05). (C) Ncs1 was tagged 

with GFP (NCS1::GFP) and the effect of CaCl2 supplementation on Ncs1 production 

and subcellular localization was assessed by fluorescence microscopy. YPD 

overnight cultures of WT (autofluorescence background control) and the 

NCS1::GFP strain were washed twice with water and used to seed on minimal 

media (MM) or MM supplemented with Ca2+  (100mM CaCl2) at OD600nm = 1. The 

cultures were further incubated for 4 hours at 30 °C prior to visualization. DIC and 

green fluorescent images were included. (D) The cultures prepared in (C) were 

also used to extract RNA and perform RT-qPCR to assess the effect of Ca2+ on the 

transcript levels of NCS1, normalized to actin. Statistical analysis was performed 

using one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test. Comparisons were conducted 

between WT cells grown in the absence or in the presence of Ca2+ or between 

NCS1::GFP cells grown in the absence or in the presence of Ca2+. Statistical 

significance is indicated as p **** < 0.0001.  
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Figure 4. NCS1 gene expression is regulated by Crz1. (A) The transcript levels 

of NCS1 were determined in conditions of calcineurin inhibition. Yeast cells were 

incubated in YPD media at 37 °C in the absence or presence of FK506 (1 μg/mL) 

for 1 h. NCS1 expression was normalized to ACT1 transcript levels. Bars represent 

the mean ± standard deviation (three biological replicates). Statistics were 

conducted using Student’s t-test. (*p < 0.05, *** p < 0.001). (B) NCS1 gene 

expression in WT and crz1∆ null mutant cells were assessed by RT-qPCR. Yeast 

cells were incubated in YPD at 25 °C or 37 °C, for 16 h. NCS1 expression was 

normalized to ACT1 transcript levels. Each bar represents the mean ± the 

standard deviation (three biological triplicates). Statistical analysis was 

performed using Student’s t-test (*p < 0.05 and ** p < 0.01). (C) The NCS1 

regulatory sequence contains two Crz1 binding motifs (CDRE1 and CDRE2). CDRE, 
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calcineurin dependent response element, UTR, untranslated region, ORF, open 

reading frame.  

 

Figure 5. Ncs1 is required for full virulence in a mouse inhalation model of 

cryptococcosis. C57BL/6J mice (10 mice per group) were infected with 500,000 

cells of WT, ncs1∆ or ncs1∆::NCS1 strains. Mice were monitored daily and 

euthanized by CO2 asphyxiation when they had lost 20% of their pre-infection 

weight. In (A), median mouse survival differences were estimated using a Kaplan-

Meier Log-rank Mantel-Cox test. The increase in median survival of ncs1∆-infected 

mice relative to the other two infection groups was statistically significant (p < 

0.0001). In (B) lungs, brain and spleen were removed post euthanasia, weighed, 

homogenized, serially diluted and plated onto Sabouraud dextrose agar plates to 

determine fungal burden by quantitative culture (CFUs) following 3 days growth 
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at 30 °C. CFUs were adjusted to reflect CFU/gram of tissue and CFU/mL blood 

(normalized CFU). Statistical significance was determined using one-way ANOVA. 

However, no differences in organ burden were found.  

 

Figure 6. Ncs1 is necessary for growth under host mimicking conditions. (A) 

Capsule size of WT, ncs1∆ and ncs1∆::NCS1 cells was determined following 

incubation in capsule inducing media (DMEM) for 72 h (37 °C 5% CO2). Capsules 

were visualized by India ink staining and light microscopy, and measurements 

were performed using Image J software for at least 50 cells of each strain. Relative 

capsule size was defined as the distance between the cell wall and the capsule 
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outer border by cell diameter. Statistical analysis was performed using one-way 

ANOVA, with Tukey post-hoc test. Statistical significance is represented as **** p < 

0.0001 and *** p < 0.001, as compared to the WT. (B) Growth of the WT, ncs1∆ 

and ncs1∆::NCS1 cells in DMEM (37 °C 5% CO2) for 24 or 48 h was assessed by 

quantitative culture (CFU). The results represent the mean ± standard deviation 

(three biological replicates) of each strain normalized to the CFU of the inoculum, 

described as fold change. Statistical analysis was performed using one-way 

ANOVA with Dunnet’s post-hoc test. Significant differences compared to WT are 

marked (**** p < 0.0001). (C) Growth of the WT, ncs1∆ and ncs1∆::NCS1 cells for 

24 h at 37 °C 5% CO2 in heat-inactivated mouse serum was indicated by 

quantitative culture (CFU). The results are expressed as a fold change relative to 

the initial inoculum (104 cells/mL), and represent the mean ± standard deviation 

(three biological replicates). Statistical analysis was performed using one-way 

ANOVA and Dunnet’s post –hoc test (* p < 0.05 and **** p < 0.0001 relative to WT).  
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Figure 7. The ncs1∆ null mutant strain displays aberrant cell division and 

morphology (A), delayed bud emergence (B, C) and altered cell cycle 

regulation (D). (A) WT and ncs1∆ cells were grown in minimal media (MM) for 

72 h at 37 °C and 5% CO2 (upper panel) or in heat-inactivated mouse serum for 

24 h at 37 °C and 5% CO2 (lower panel), stained with India ink and visualized by 

light microscopy. (B and C) Fungal cells were incubated in YPD medium for 16 h 

inside a chamber coupled to a confocal microscope (37 °C, 5% CO2), and bud 

emergence time was recorded using time-lapse microscopy. Time measurements 

were initiated after the first round of bud emergence to avoid errors associated 

with the lack of synchronization. Images were acquired every 30 seconds. The 

graph in (C) represents the mean time for buds to emerge (minutes) ± standard 

deviation of at least 15 cells per strain. Statistical analysis was performed using 
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the nonparametric Mann-Whitney test (*** p< 0.0001). (D) Transcript levels of 

genes encoding cell cycle regulators were assessed in WT and ncs1∆ cells by RT-

qPCR. Cells were grown in YPD at 37 °C for 4 hours. Results represent the mean 

transcript level ± standard deviation (three biological triplicates) with each gene 

normalized ACT1 transcript levels. Statistical analysis was performed using 

Student’s t-test (** p < 0.01). 
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Supplementary Figure 1. Confirmation of mutant genotypes. (A) The 

corrected integration of inactivation cassette to generate ncs1∆ null strain was 

evaluated employing PCR with a primer pair that amplify a portion inside the 

coding region. As loading control, a fragment of the ACT gene was amplified. Left 
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panel: confirmatory PCR analysis. NC, negative control. Right panel, diagram 

representing the double cross-over at WT NCS1 locus. (B) Integration of the 

complementation cassette into the inactivated ncs1∆ locus was evaluated with 

PCR using primers that hybridize inside the complementation cassette (CDSR and 

G418F primers) and at chromosomal sites outside the double recombination 

location (5’UTRF and 3’UTRR primers). Each primer pair was used independently 

to evaluate correct integration at NCS1 CDS upstream site (5’UTRF and CDSR 

primers), as well as NCS1 CDS downstream site (G418F and 3’UTRR primers). Left 

panel: confirmatory PCR analysis. NC, negative control. Right panel, diagram 

representing the double cross-over at ncs1∆ locus. (C) Evaluation of the correct 

integration of NCS1::GFP cassette into the WT NCS1 locus was performed using 

two primer pairs (NCS1OF + NCS1GFPovR and G4183UTRovF + NCS1OR) 

independently to assess correct integration at NCS1 CDS upstream site as well as 

NCS1 CDS downstream site, respectively. Left panel: confirmatory PCR analysis. 

NC, negative control. Right panel, diagram representing the double cross-over at 

WT NCS1 locus. (D) Evaluation of the correct integration of the inactivation 

cassette of MID1 gene in the ncs1∆ strain was performed using PCR with a primer 

pair that amplify a region inside the coding region. As loading control, a fragment 

of the ACT gene was amplified. Left panel: confirmatory PCR analysis. NC, negative 

control. Right panel, diagram representing the double cross-over at MID1 locus. 

(E) Evaluation of transcript levels of NCS1 (left gels) or MID1 (right gels) in 

distinct mutants and in the WT strain was conducted using RT-PCR with RNA 

isolated from 

yeast strains grown in YPD for 24 h. As loading control, the transcript levels of 

ACT1 gene were also evaluated. NC, negative control. 
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Supplementary Figure 2. Phenotypic analysis of the ncs1∆ null mutant strain. 

The indicated strains were evaluated by spot plate assay under different stress 

conditions: altered temperature, saline stress (NaCl 1M), low phosphate and 

oxidative (menadione) stresses, and cell wall (Calcofluor white and Congo red) 

stress. Pictures were taken after 48 h of incubation. The calcineurin mutant, 

cna1∆, was included to assess the degree of phenotypic overlap with ncs1∆. 
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Supplementary Figure 3. Disruption of MID1 does not rescue the ncs1∆ 

calcium sensitive phenotype. (A) Spot dilution assay was performed for WT, 

ncs1∆ and mid1∆ncs1∆ strains in the presence of increasing CaCl2 concentrations. 

Pictures were taken after 48 hours of incubation at 30 °C. (B) The basal level of 

free intracellular Ca2+ in WT, ncs1∆, ncs1∆::NCS1, mid1∆ncs1∆, cna1∆, cam1∆ was 

quantified by flow cytometry following staining with the calcium specific dye, 

Fluo-4-AM. Left panel represents the histogram of Fluo-4-AM emitted 

fluorescence of the strains cultivated in YPD medium at 30 °C. Right panel 

represents the percentage of gated fluorescent cells ± standard deviation (three 

biological replicates). Mean values were compared using one-way-ANOVA and 

Dunnet’s as a post-hoc for statistical analysis. Statistical significance is 

represented as **** p< 0.0001 and * p< 0.05. 
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Supplementary Movie 1. Time lapse video microscopy demonstrating WT bud 

emergence profile. 

Supplementary Movie 2. Time lapse video microscopy demonstrating ncs1∆ bud 

emergence profile. 
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tratadas com inibidores de ergosteróis. Inferimos que o mecanismo mais provável de 

regulação de Ca2+ ocorra mediante a ativação do fator de transcrição Sre1. Contudo, 

mais evidências são necessárias a fim de confirmar esta interação em C. neoformans.  
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4. Discussão geral 

Nas últimas décadas, infecções fúngicas têm se tornado mais frequentes, sendo 

ocasionadas por leveduras, fungos filamentosos ou dimórficos (GÓRALSKA; 

BLASZKOWSKA; DZIKOWIEC, 2018). Apesar de comumente negligenciadas, as 

doenças fúngicas severas representam anualmente pelo menos 300 milhões de casos. 

Cryptococcus desponta como o principal fungo patogênico causador de morte em 

pacientes imunocomprometidos, sendo responsável por 15 % dos óbitos por 

meningoencefalite em pacientes portadores de HIV (RAJASINGHAM et al., 2015, 

2017a). A meningite criptococócica representa o quadro mais severo da doença, e 

estratégias que limitem a disseminação podem representar um aumento na taxa de 

recuperação dos pacientes (MA; MAY, 2009; PERFECT; TIHANA BICANIC, 2016). 

Dessa forma, a elucidação dos mecanismos pelos quais C. neoformans transmigra pela 

BHE, e coloniza o tecido cerebral, têm sido extensivamente estudados. Ainda, 

atualmente investigam-se quais fatores são capazes de modular esse tropismo e a 

habilidade de disseminação do patógeno, a fim de identificar potenciais novos alvos 

terapêuticos que impeçam a migração do fungo para o SNC. 

A via da calcineurina têm sido foco de muitos estudos, por ser capaz de 

desempenhar uma regulação ampla de diversas atividades necessárias à adaptação de C. 

neoformans ao hospedeiro. Sendo conhecidamente reguladora do crescimento a 37 ºC, 

resposta ao estresse, e essencial à virulência de C. neoformans, além de ser a principal 

via de transdução de sinais de Ca2+ (LEV et al., 2012; ODOM et al., 1997b; PARK et 

al., 2016). Na presente tese ampliamos a compreensão dos processos regulados por 

Ca2+ e de suas proteínas efetoras. Identificamos que a homeostase de Ca2+ é 

dependente de Pmc1 e responsável pela manutenção da patogênese e da ativação 

adequada de determinantes de virulência relacionados à transmigração. Ainda, 

caracterizamos mais uma proteína intracelular sensora de Ca2+, o ortólogo de C. 

neoformans de neuronal calcium sensor Ncs1, a qual é necessária aos mecanismos de 

virulência, a adaptação de C. neoformans ao hospedeiro e também estritamente 

relacionada com o aparecimento do broto e divisão celular adequada. Também, 

apresentamos evidências de fatores de transcrição potencialmente responsivos a Ca2+, e 

comprovações do envolvimento da sinalização de Ca2+ com a biossíntese de 

ergoesterol a nível transcricional.  
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A manutenção da homeostase de Ca2+ em células eucarióticas é um mecanismo 

vital, sabendo que Ca2+ constitui o principal segundo mensageiro celular, e um 

desequilíbrio em seus níveis têm como consequência a ativação desnecessária de vias 

de sinalização, gasto energético, folding incorreto de proteínas e morte celular 

(CARAFOLI et al., 2001). A fim de evitar esses eventos indesejados, as células devem 

possuir proteínas que sejam capazes de monitorar as flutuações nas concentrações de 

Ca2+ (CARAFOLI et al., 2001; CARAFOLI; KREBS, 2016). Em C. neoformans, a 

única proteína intracelular sensora de Ca2+, até então descrita, era a calmodulina, 

componente da via da calcineurina (KRAUS; HEITMAN, 2003; KRAUS; NICHOLS; 

HEITMAN, 2005). Na presente tese, acrescentamos a proteína ligadora de Ca2+ Ncs1 

ao conjunto de proteínas sensoras intracelulares de Ca2+ em C. neoformans. Ncs1 de C. 

neoformans é muito conservada quando comparada aos seus ortólogos fúngicos de A. 

fumigattus, S. cerevisiae e S. pombe, o que vai de encontro com as outras proteínas Ncs 

(neuronal calcium sensor) de células eucarióticas, que em geral possuem alto grau de 

conservação (HAMASAKI-KATAGIRI; AMES, 2010; HENDRICKS et al., 1999; 

MOTA JÚNIOR et al., 2008). Ainda, a Ncs1 de C. neoformans é necessária à 

manutenção dos níveis intracelulares de Ca2+, e na tolerância a altas concentrações de 

Ca2+ e altas temperaturas (39 ºC). Ncs1 demonstrou ser relevante no desenvolvimento 

do patógeno em condições que mimetizam o hospedeiro, e importante no 

estabelecimento da doença em modelo de infecção in vivo. Apesar do alto grau de 

conservação com seus ortólogos patogênicos, apenas Ncs1 de C. neoformans parece 

ser necessário à virulência. Em A. fumigatus, além de NcsA não ser relevante na 

patogênese, o mutante nulo para NcsA apresenta maior resistência a altas 

concentrações de Ca2+ e sua localização intracelular parece não ser influenciada pela 

disponibilidade de Ca2+ (MOTA JÚNIOR et al., 2008). Isso reforça que apesar de alta 

similaridade, a sinalização de Ca2+ mediada por Ncs apresenta traços específicos de 

cada espécie.   

 Outra característica importante atribuída a Ncs1 em nosso estudo foi seu 

envolvimento com o aparecimento do broto, dificuldade de separação das células e 

potencial participação na progressão do ciclo celular. É importante ressaltar, que o 

ciclo celular de C. neoformans possui algumas particularidades. Durante a fase de 

crescimento exponencial a replicação de DNA e o brotamento ocorrem 

simultaneamente, assim como em Ascomicetos. Entretanto, quando no final da fase 

exponencial ou início da fase estacionária a célula de C. neoformans é capaz de atrasar 
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o brotamento e separar esses dois processos, dessa forma o brotamento somente 

ocorrerá após a replicação de DNA, ou seja eles ocorrerão isoladamente (OHKUSU; 

HATA; TAKEO, 2001; VIRTUDAZO et al., 2010). Também, as células de C. 

neoformans podem ficar paradas tanto em G1 quanto em G2 na forma não brotada. Em 

S. cerevisae uma vez iniciado o processo de START, o qual representa o ponto 

regulatório para divisão celular, as células completarão todo seu ciclo mitótico. 

Adicionalmente, C. neoformans é capaz de atrasar o brotamento e proceder com a 

replicação de DNA quando a célula encontra-se em condições desfavoráveis, isso 

reforça a presença de mecanismos regulatórios específicos e uma transição de G1/S 

mais flexível (OHKUSU; HATA; TAKEO, 2001; VIRTUDAZO et al., 2010).  

Em C. neoformans apenas uma cyclin dependente kinase 1 (CDK) de G1 foi 

identificada e denominada Cln1 (VIRTUDAZO et al., 2010), CDKs são proteínas que 

funcionam como reguladoras centrais da progressão do ciclo celular (LIU; KIPREOS, 

1999). Cln1 parece não ser essencial para a progressão do ciclo celular em C. 

neoformans, apesar de ser a única CDK presente em G1. Porém, o mutante nulo para 

CLN1 (cln1∆) apresentou um fenótipo celular visivelmente anormal, exibindo 

dificuldade de separação das células e formação de um septo largo. A linhagem cln1∆ 

ainda manifesta atraso no início da replicação de DNA, e também atraso no início do 

brotamento, destacando sua importância para a progressão correta do ciclo 

(VIRTUDAZO et al., 2010). Fenótipos semelhantes foram observados no mutante 

ncs1∆, o qual apresenta atraso no brotamento, células com dificuldades de se separar e 

um septo alargado. Ainda, a linhagem ncs1∆ apresenta uma maior expressão de CLN1 

quando comparada ao selvagem, dessa maneira denota-se que existe uma relação entre 

Ncs1 e a atividade de Cln1 de C. neoformans. Notavelmente, esta é a primeira vez que 

a homeostase de Ca2+ é vinculada a progressão do ciclo celular em C. neoformans. 

Contudo, essa relação já está bem estabelecida para S. cerevisae e em células 

mamíferas (IIDA et al., 1990; KWASNIK et al., 2018). Em S. cerevisae baixos níveis 

de Ca2+ intracelular resultam em uma parada transitória do ciclo celular em G1 (IIDA et 

al., 1990). Também, a via da calcineurina apresenta-se envolvida na regulação das 

ciclinas nesta levedura (KAHL; MEANS, 2003; MIYAKAWA; MIZUNUMA, 2007). 

Além disso, é relevante ressaltar que dados de um RNA-seq de S. cerevisiae tratado 

com amiodarona (droga antiarrítmica utilizada clinicamente), a qual promove um 

aumento rápido de Ca2+ intracelular, resulta na menor expressão de 134 genes, onde 

33 % desses são genes relacionados com o ciclo celular, incluindo CLN1 (ZHANG; 
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RAO, 2008), mais uma vez salienta a interação dos níveis de Ca2+ com a progressão do 

ciclo celular em fungos.  

Quanto aos possíveis mecanismos de ação de Ncs1, ainda que nossos resultados 

sejam inconclusivos diante de sua interação com Mid1 (strecht activated Ca2+ 

channel), presumimos que esta interação seja mais indireta do que direta. O que vai em 

oposição ao que é descrito para S. pombe, no qual é relatada uma interação física entre 

Ncs1 e Yam8 (ortólogo de Mid1) (HAMASAKI-KATAGIRI; AMES, 2010). Tendo 

em vista que nosso mutante nulo duplo mid1∆ncs1∆ não apresentou alteração de 

fenótipo em relação ao ncs1∆. 

Ademais, frente ao padrão de fluorescência punctate que NCS1::GFP 

desempenha na presença de Ca2+, inferimos que este se assemelha com o padrão de 

fluorescência demonstrado pelas linhagens fluorescentes de Ncs de S. pombe 

(HAMASAKI-KATAGIRI; AMES, 2010) e da Frq1 de S. Cerevisae (AMES et al., 

2000; STRAHL et al., 2005). Frq1 se co-localiza com a Pik1 (phosphatidil inositol -4 

kinase) no complexo de Golgi, e para S. cerevisae propõe-se que Frq1 e Pik1 interajam 

fisicamente (STRAHL et al., 2005). Ainda, é importante ressaltar que Pik1 é uma 

quinase envolvida na sinalização de fosfoinositóis, responsável pela fosforilação de 

fosfatidilinositol em fosfotidilinositol-4-fosfato (AUDHYA; EMR; PKC, 2002; 

WANG et al., 2012).  

Em S. cerevisae, Pik1 é essencial para viabilidade, e sua atividade no complexo 

de Golgi está relacionada com a via de secreção de vesículas e exocitose, além de estar 

envolvida na divisão celular e citocinese (GARCIA-BUSTOS et al., 1994; STRAHL et 

al., 2005). Adicionalmente, células de S. cerevisiae com menor expressão de Pik1 

demonstram brotos grandes os quais não se separam da célula “mãe” (GARCIA-

BUSTOS et al., 1994). Padrão este também visto em nossa linhagem nula de ncs1∆ 

para C. neoformans. Pik1 ainda é essencial à viabilidade de S. pombe, e parece estar 

envolvida com os processos de septação (PARK et al., 2009b). Em contrapartida, Pik1 

em C. neoformans não é essencial à viabilidade celular, porém é necessária a 

manutenção da virulência.  

A linhagem mutante nula pik1∆ de C. neoformans é viável e não apresenta 

problemas no desenvolvimento celular, entretanto demonstra maior sensibilidade aos 

estressores de membrana plasmática, osmótico e estresse oxidativo, além de defeitos 

na melanização (LEE et al., 2016). Ainda Pik1 de C. neoformans parece estar 

envolvida com a modulação do sistema imune do hospedeiro (HE et al., 2012). Essas 



 

 107  

evidências indicam diferenças na função dessa quinase entre Ascomicetos e 

Basidiomicetos, e ainda sugere a presença de uma quinase redundante em C. 

neoformans. Por fim, dados de expressão realizado para acompanhar o perfil de 

expressão ao longo do ciclo celular de C. neoformans, revelaram que NCS1 e PIK1 

apresentam um pico de expressão exatamente juntos, em 150 min de crescimento, o 

que pode ser outro indicativo de uma atividade conjunta (KELLIHER et al., 2016; 

KELLIHER; HAASE, 2017). 

Finalmente, dados coletados nesse estudo comprovam a regulação de Ca2+ sob a 

via biossintética de ergoesterol a nível transcricional, ainda revela dois FTs, Sre1 e 

Hob1 potencialmente responsivos a Ca2+. Estudos anteriores embasam tal relação, um 

RNA-seq de C. neoformans tratado com FCZ demonstra haver um aumento de pelo 

menos duas vezes na expressão de PMR1, que codifica para um transportador de Ca2+ 

putativo presente em golgi (FLORIO et al., 2011), o que pode sugerir uma potencial 

resposta celular de liberação de Ca2+ proveniente do complexo de golgi para enfrentar a 

atividade citotóxica de FCZ. Além disso, diferentes estudos sugerem que Ca2+ é capaz 

de ativar a translocação de Sre1 do RE para o núcleo (HUGHES et al., 2007; WANG; 

AGELLON; MICHALAK, 2018). E em concordância com essa possibilidade, nossos 

dados revelam que aumento na disponibilidade de Ca2+ e o mutante nulo pmc1, 

possuem alteração no perfil transcricional de SRE1.  

Em síntese, a presente Tese contribuiu ativamente com a elucidação de novas 

proteínas e mecanismos de manutenção da homeostase e da sinalização de Ca2+. Ainda, 

atribuiu à regulação da homeostase de Ca2+ importantes funções celulares, como a 

progressão do ciclo celular, adaptação ao hospedeiro, habilidade de transmigração e 

desenvolvimento de resistência a antifúngicos. Dessa maneira, o presente trabalho 

cumpre com seu objetivo por colaborar com a geração de conhecimento acerca dos 

mecanismos que mantém a patogênese de C. neoformans.  
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5. Conclusões 

 

• A proteína sensora de Ca2+ Ncs1 é importante para a virulência de C. neoformans; 

• Ncs1 é indispensável para a adaptação de C. neoformans a condições fisiológicas;  

• Ncs1 é uma proteína ligadora e responsiva a Ca2+, e necessária para manutenção da 

homeostase de Ca2+;  

• O ciclo celular de C. neoformans é potencialmente influenciado pela sinalização de 

Ca2+;  

• A proteína sensora Ncs1, é fundamental para o aparecimento adequado do broto e 

separação da célula filha.  

• A proteína Ncs1 influencia na regulação de genes relacionados com a progressão do 

ciclo celular, e a disrupção de NCS1 resulta em uma linhagem com alterações na 

progressão ciclo celular;  

• Dos 155 fatores de transcrição descritos para C. neoformans, apenas 3 são 

responsivos a Ca2+, Crz1, Sre1 e Hob1; 

• A disponibilidade de Ca2+ é capaz de diminuir a sensibilidade de C. neoformans a 

azoles; 

• A sinalização de Ca2+ é capaz de regular a biossíntese de ergosteróis a nível 

transcricional.  

 

6. Perspectivas 

 

• Verificar se estímulos de Ca2+ são capazes de ativar a translocação de Sre1 do RE 

ao núcleo, com o intuito de avaliar de a atividade de Sre1 pode ser responsiva a 

Ca2+; 

• Confirmar se células de C. neoformans tratadas com FCZ e suplementadas com 

Ca2+ apresentam alterações nos perfis de esteróis de membrana; 

• Estabelecer mediante qual mecanismo(s) Ca2+ consegue promover a resistência de C. 

neoformans a azoles.  
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