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Resumo

O Histoplasma é um fungo patogénico causador da histoplasmose, uma micose sistémica endémica devido a
ocorréncia/positividade em regides especificas. A viruléncia desse fungo tem sido desvendada nos dltimos anos
auxiliados pelas técnicas de caracterizagdo funcional genica, que utilizam da inativacdo génica, por delecdo, ou
diminuicdo da producdo dos produtos génicos. Ferramentas moleculares de transformagdo génica, como as
transformacgdes mediadas por Agrobacterium (ATMT), que favorece a formagdo de RNA interferéncia, tem garantido
a expansdo do conhecimento sobre mecanismos de viruléncia implementados por diferentes micro-organismos
patogénicos, como o H. capsulatum. Na ATMT um fragmento de DNA ¢ introduzido na célula alvo, quando a
bactéria é estimulada por sinais quimicos. O DNA se integra ao genoma e propicia o silenciamento génico via RNAI,
um método de reducdo do produto génico, devido a degradacdo do mRNA, através da formacéao ou introducéo de uma
molécula de RNA de dupla fita no hospedeiro alvo, que sdo abominados pelas células eucariéticas. Para Histoplasma
ja foi amplamente demostrada a habilidade dos RNAs de fita dupla, introduzidos pela técnica de ATMT, para
desencadear deplecdo de muitos genes alvo, e favoreceu até o momento a melhor compreensdo da flexibilidade
metabdlica desse patdgeno.

Palavras-chave: Biologia molecular; Silenciamento; Viruléncia.

Abstract

Histoplasma is a pathogenic fungus that causes histoplasmosis, an endemic systemic mycosis due to the
occurrence/positivity in specific regions. The virulence of this fungus has been revealed in recent years, aided by the
techniques of functional gene characterization, which use gene inactivation, by deletion, or decrease in the production
of gene products. Molecular tools for gene transformation, such as Agrobacterium-mediated transformations (ATMT),
which favor the formation of RNA interference, have ensured the expansion of knowledge about virulence
mechanisms implemented by different pathogenic microorganisms, such as H. capsulatum. In ATMT, a DNA
fragment is introduced into the target cell when the bacterium is stimulated by chemical signals. DNA integrates into
the genome and provides gene silencing via RNAI, a method of reducing the gene product, due to mRNA degradation,
through the formation or introduction of a double-stranded RNA molecule into the target host, which are abhorred by
cells eukaryotic. For Histoplasma, the ability of double-stranded RNAs, introduced by the ATMT technique, to trigger
depletion of many target genes has been widely demonstrated, and so far has favored a better understanding of the
metabolic flexibility of this pathogen.

Keywords: Molecular biology; Silencing; Virulence.

Resumen

Histoplasma es un hongo patégeno que causa histoplasmosis, una micosis sistémica endémica debido a la
aparicion/positividad en regiones especificas. La virulencia de este hongo se ha puesto de manifiesto en los Gltimos
afios, ayudado por las técnicas de caracterizacion génica funcional, que utilizan la inactivacion génica, por delecion o
disminucion de la produccién de productos génicos. Las herramientas moleculares para la transformacién de genes,
como las transformaciones mediadas por Agrobacterium (ATMT), que favorecen la formacion de RNA de
interferencia, han asegurado la ampliacién del conocimiento sobre los mecanismos de virulencia implementados por
diferentes microorganismos patdgenos, como H. capsulatum. En ATMT, un fragmento de ADN se introduce en la
célula objetivo cuando la bacteria es estimulada por sefiales quimicas. EI DNA se integra en el genoma y proporciona
silenciamiento génico mediante RNAI, un método para reducir el producto génico, debido a la degradacion del
ARNmM, mediante la formacién o introduccion de una molécula de RNA de doble cadena en el huésped objetivo, que
las células eucariotas detestan. Para Histoplasma, la capacidad de los RNA de doble cadena, introducidos por la
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técnica ATMT, para desencadenar el agotamiento de muchos genes diana ya ha sido ampliamente demostrada, y hasta
ahora ha favorecido una mejor comprension de la flexibilidad metabodlica de este patégeno.
Palabras clave: Biologia molecular; Silenciamiento; Virulencia.

1. Introducgéo

Os mecanismos de viruléncia de micro-organismos fingicos comecaram a ser elucidados apenas recentemente devido
a aplicagdo/aprimoramento/empenho constante de técnicas/protocolos moleculares que auxiliam na caracterizagdo funcional de
genes produtores/controladores da viruléncia (Rappleye & Goldman, 2006). Especialmente em fungos dimoérficos, como o
Histoplasma, os detalhes que fundamentam a patogénese dessas espécies parecem incipientes em parte devido a
disponibilidade limitada de metodologias genéticas por vezes onerosas ou ineficientes (Youseff, et al., 2009). O padrdo ouro
para provar o papel funcional, e, por consequéncia, a viruléncia de um produto génico, esta intimamente relacionado como o0s
critérios do postulado de Koch, o qual determina que 1.a inativacdo do gene obrigatoriamente atenua a viruléncia desenvolvida
pelo produto dessa sequéncia, enquanto 2. a restauragdo da viruléncia, a nivel do tipo selvagem, necessariamente deve ocorrer
apos a reintroducdo do gene codificador do produto virulento (Falkow, 1988). Contudo, a demonstracdo desses critérios
depende da eliminacdo do gene alvo, e as técnicas de mutacdo por delecdo em fungos dimorficos, por exemplo, resultam
muitas das vezes em tentativas frustradas (devido a baixa preferéncia pela recombinacdo homdloga e alta frequéncia de
recombinacdo ndo homdloga), impedindo avango dos estudos a nivel molecular nesses micro-organismos (Woods, et al., 1998,
Youseff, et al., 2009). A técnica de interrupcdo de genes ja foi demostrada em Histoplasma (Sebghati, et al., 2000), mas
permanece relativamente ineficiente proibindo a construgdo de bibliotecas em grande escala, como feito para S. cerevisiae, e
dificultando a triagem fenotipica dessa espécie.

De maneira alternativa, em Histoplasma, j& foram descritas diferentes ferramentas moleculares de transformacéo
génica, como através da 1.inducdo de células com acetato de litio seguida da transformacdo com polietileno glicol (PEG-LIiAc,
Worsham & Goldman, 1990), ou 2.transformacdes mediadas por Agrobacterium tumefaciens (ATMT; Sullivan et al., 2002),
ou 3.eletroporacgdo (Woods, et al., 1998), através das quais puderam ser desenvolvidos estudos com genes reporteres (lacZ, gfp)
(Kugler, et al., 2000, Gebhart, et al., 2006), RNA interferéncia (RNAI, Rappleye, et al., 2004, Garfoot, et al., 2017, Longo, et
al., 2018), mutagénese de inser¢do randémica seguida de rastreio (Marion, et al., 2006, Youseff, et al., 2009, Shen, et al., 2008)

e microarranjos (Hwang, et al., 2003).

2. Metodologia

Trata-se de um trabalho descritivo, do tipo revisdo narrativa. Para isso foram selecionados artigos cientificos obtidos
pela busca em bancos de dados (Pubmed e Google Académico. Foram utilizados como critério de busca os descritores
“Agrobacterium”, “Histoplasma” em associagdo com “transformacdo” ou “fungos”, nas linguas portuguesa e inglesa.
Documentos ndo disponibilizados na integra ou que ndo fossem da lingua inglesa ou portuguesa foram descartados dessa

analise.

3. Resultados e Discusséo

A transformagdo mediada por Agrobacterium esta sendo cada vez mais usada para mutagénese de insercédo aleatoria,
RNAI e expressdo de genes reporteres em fungos que carecem de recombinacdo homdloga eficiente (revisado por Michelse, et
al., 2005). Em fungos a transformacdo mediada por Agrobacterium foi incialmente descrita em condi¢Bes de laboratério em
leveduras de S. cerevisiae (Bundock, et al., 1995) e desde entdo a ATMT foi demonstrada em varias outras espécies dos filos

Ascomycota, Basidiomycota e Zygomycota (revisado por Michelse, et al., 2005).
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A. tumefaciens é uma bactéria baciliforme gram-negativa patogénica de plantas nas quais induz a formacdo de
tumores da doenca da galha. Essa bactéria tem capacidade de manipulacdo genética de fungos devido a transferéncia de um
fragmento de DNA (T-DNA: DNA transferido) do plasmideo indutor de tumor (plasmideo Ti) para o genoma dos seus
hospedeiros. O plasmideo Ti contém genes de viruléncia (genes vir) envolvidos na preparacdo do DNA para transferéncia e na
biossintese do sistema de transporte transmembrana da bactéria para o hospedeiro transformado. Os elementos componentes do
mecanismo de transporte do T-DNA sdo expressos quando a bactéria é estimulada por sinais quimicos (laboratorialmente se
usa compostos fendlicos como acetoseringona), os quais estimulam um sistema de transdugdo de sinal de dois componentes,
sendo inicialmente detectados por uma histidina quinase (virA) (chvE interage com virA na presenca de monossacarideos
especificos aumentando a taxa de inducdo), a qual é autofosforilada e depois ativa por transfosforilagdo (transferéncia do grupo
fosforil) o ativador transcricional (virG). Esse fator de transcricdo de ativacdo tem propriedades de ligacdo ao DNA e atividade
de controle na producdo dos genes de viruléncia, isso resulta na iniciacdo do processamento do T-DNA (corte nas bordas
flanqueadoras direita e esquerda, pelas proteinas/endonucleases virD2 e virD1, apds a formacdo do complexo de relaxamento
denominado relaxossomo) e na biossintese de um canal transmembrana, pelo qual o DNA é transferido (mecanismo de
secrecdo do tipo IV auxiliado pelas proteinas de viruléncia virB1-11 e virD4, nesse caso, as proteinas virB formam um poro e
uma estrutura de superficie chamada T-pillus processado atraves do virB2 que atua como conduto para transferéncia do T-
DNA, enquanto virD4 auxilia na interacdo da fita do T-DNA com o complexo virB). O T-DNA que viaja para o hospedeiro
permanece ligado a proteinas de viruléncia (virD2 e virE2, enquanto o virE2 protege o T-DNA da atividade contra nucleases e
auxilia na manutencéo do estado dobrado para facilitar o transporte através do poro, a virD2A aponta a dire¢do do ndcleo, pelo
sinal de localiza¢&o nuclear na porgdo C-terminal), por fim, esse complexo de Ti e proteinas é transportado para o ndcleo pelo
reticulo endoplasmético, quando o componente proteico é desmontado pelo sistema ubiquitina-proteassoma, auxiliado por
proteinas do complexo vir (virF) (revisado por Michelse, et al., 2005, Cangelosi, et al., 1990, Bako, et al., 2003, Cltovsky, et
al., 1989, Kado, 2000, Regensburg-Tuink & Hooykaas, 1993, Toro, et al., 1988, revisado por Zupan, et al., 2000).

O T-DNA se integra ao genoma do hospedeiro em uma posicao aleatéria, mas provavelmente em locais de quebra do
DNA do hospedeiro causado por estresse ambiental. A integracdo do T-DNA em fungos ocorre por unido de extremidades néo
homodlogas (NHEJ), mas também € possivel a integracdo direcionada do T-DNA por recombinacdo homdloga (HR). Os
primeiros estudos com Histoplasma sugeriram que a transformacdo mediada por Agrobacterium causava insercdes Unicas de
T-DNA com distribuicéo relativamente aleatoria (Sullivan, et al., 2002), porém mais tarde foi demonstrado que a inser¢do do
T-DNA no Histoplasma parece significativamente tendenciosa para regides ndo codificantes a montante dos genes (regido
promotora até 800 pares de base) (Youseff, et al., 2009).

A transformacdo fangica mediada por A. tumefaciens consiste em trés etapas, 1.inducdo de uma cultura bacteriana
contendo plasmideos apropriados, 2.co-incubacéo da cultura com flngicos frescos e a bactéria induzida em um suporte sélido e
3.selecdo de transformantes em um meio com agentes de selecdo. Na etapa de co-cultivo alguns fatores determinam a
eficiéncia da ATMT, isso inclui a 1.propor¢do entre A. tumefaciens e o fungo receptor (0 aumento na quantidade de
Agrobacterium auxilia no aumento no nimero de transformantes, mas dificulta a eliminacdo da bactéria apds o co-cultivo), a
2.duracdo do periodo de co-cultivo, a 3.temperatura e 0 4.pH (o0 pH &cido entre 5 e 6 é necessario para indugdo dos genes vir,
enquanto a temperatura préxima de 22 °C e até 28 °C parece 6tima para a produ¢do da maquinaria de transferéncia) e a escolha
dos 5.filtros/suporte sélido para o crescimento do micro-organismo transformado (nitrocelulose, celofane, Hybond N ou N+)
(revisado por Hooykaas, et al., 2018, Mullins, et al., 2001, Fullner & Nester, 1996, Turk, et al., 1991, revisado por Michelse et
al., 2005, Vijin & Govers, 2003, Michelse, et al., 2008).

A maioria das inser¢des de T-DNA por Agrobacterium sdo eventos de integracdo Unicas/simples evitando mutac6es

com efeitos secundarios, diferentes das mutacdes por UV e acdo de agentes quimicos que induzem multiplas alteracbes no
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genoma. A técnica pode utilizar células intactas (conideos, leveduras e micélios) como material de partida eliminando a
necessidade de producdo dos protoplastos (técnica laboriosa e dependente da qualidade da etapa de digestdo enzimatica) (de
Groot et al., 1998). Além disso, a mutagénese por insercdo do T-DNA fornece marcas moleculares com sequéncia conhecida
que podem ser exploradas para triagem através da Nested PCR (Youseff et al., 2009) ou da TAIL-PCR (Thermal asymmetric-
interlaced PCR; Kenski, et al., 2013).

A técnica de ATMT garante o silenciamento génico via RNAi. O RNAI consiste em um método pds transcricional de
reducgdo do produto génico, devido a degradacdo do mRNA, através da inducao da formagao ou introdugdo de uma molécula de
RNA de dupla fita no hospedeiro alvo. O silenciamento/deplecao/knock-down génico por este método ocorre devido a geragdo
de RNAs de fita dupla (dsRNAs longos, microRNAs e/ou siRNAs). Nessa estratégia, a introducdo de uma sequéncia exdégena
especifica complementar ao alvo (inserida a partir dos vetores e das técnicas de transformacao) induz a formagdo de um RNA
de fita dupla (dsRNA: double stranded RNA), devido ao pareamento das bases nitrogenadas. Em eucariotos as moléculas de
dsRNA sdo reconhecidas pela enzima RNAse 111 (Dicer) que cliva essas sequéncias em pequenos RNAs de interferéncia de fita
dupla (siRNAs: small interference RNA), com tamanho entre 21 e 24 nucleotideos, que sdo desdobrados em RNAs de fita
simples (ssSRNAs: single stranded RNA). Na sequéncia uma das fitas permanece integrada ao complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC), servindo de molde/estrutura de ligacdo/emparelhamento futuro com o mRNA complementar
produzido pela célula hospedeira. A localizagdo/reconhecimento de mRNA alvo (ou seja, formacdo de uma dupla fita de RNA)
inicia a clivagem endonucleotidica pela enzima Argonauta, evitando a tradugdo do transcrito alvo, e, consequentemente,
provocando o silenciamento pds transcricional do gene (revisado por Geley & Muller, 2004, revisado por Hutvagner & Zamore
2002).

A base na funcionalidade dos processos de RNAI estd associada a teoria do "dogma central" da biologia molecular
(descrito por Francis Crick), uma vez que esse postulado descreve como ocorre o fluxo de informagdes do cddigo genético.
Especificamente os genes estdo contidos nas molécula de &cido desoxirribonucléico (DNA), que podem ser transcritos em
acidos ribonucleicos mensageiros (MRNA), sobre isso uma molécula de DNA serve como molde para criagdo de uma molécula
de RNA, os quais sdo subsequentemente traduzidos em proteinas através da unido de aminoacidos de acordo com a ordem de
cédons apresentados no mRNA. Portanto, se houver uma interrupgdo/interferéncia na sintese do mRNA ou mudancgas
significativas na sequéncia determinante para a traducdo do RNA/formac&o das proteinas (incluindo alterac6es na sequéncia do
DNA molde), os produtos podem ndo ser gerados ou sdo gerados produtos com diferentes estruturas terciarias por vezes
diferentes do convencional, assim ndo ha produto funcional do gene e/ou ocorre uma diminui¢cdo do produto. Apesar das
vantagens técnicas, 0 RNAI ndo pode gerar uma perda completa da funcdo, portanto esse potencial de fun¢do residual impde
dificuldades na interpretacdo dos resultados, quando por vezes os estudos oferecem resultados com a auséncia de fen6tipo.

Em H. capsulatum, RNAs de fita dupla (dsRNAs sdo processados em siRNAs) podem efetivamente desencadear
deplecdo de produtos génicos baseada em RNAI (Rappleye, et al., 2004). Nessa espécie, diferentes estudos tém gerado cepas
silenciadas, nas quais 0 RNA de fita dupla é gerado in vivo, utilizando plasmideos especificos, pela transcricdo de copias
invertidas e autocomplementares de uma regido do gene alvo, o que produz um harpin de RNA. No Histoplasma, RNA de fita
dupla maiores que 500 pares de base produzem um grau significativo de silenciamento (Rappleye, et al., 2004). Para gerar o
RNAI in vivo, a construgdo € inserida em um vetor com o uso de enzimas de restricdo, transformado em Agrobacterium, por
eletroporagdo, e langado nas leveduras de Histoplasma por ATMT. Os plasmideos de RNAI sdo introduzidos em cepas
mutantes (urab) e a sele¢do das leveduras transformadas pode ser realizada em meio sem adi¢do de uracila, em virtude do
plasmideo apresentar o gene codificador para URAS, que restaura a prototrofia de uracila. A construgdo de RNAI é colocada a
jusante do promotor constitutivo de Histona-2B de Histoplasma para produzir altos niveis de RNA, e, consequente, obtencéo

de maiores quantidades/efeito de silenciamento. A construgdo desencadeadora de RNAI pode ser acoplada quiméricamente a
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sequéncia de um gene reporter, conduzindo o knock-down do gene de interesse e silenciamento do gene acoplado/repérter, se
aplicado em cepas que expressdo o gene reporter de forma estadvel. O uso da proteina verde fluorescente (GFP) como co-
silenciamento em Histoplasma constitui uma ferramenta importante como indicador da deplecdo do gene alvo através da

avaliacdo da fluorescéncia das cepas transformadas (Youseff & Rappleye, 2012).

4. Consideracdes Finais

A técnica de ATMT tem auxiliado na transformacéo génica de fungos patogénicos, como o H. capsulatum. A ATMT
exige exatiddo metodoldgica, pois o sucesso dos experimentos é minuciosamente dependente de diversas condigdes de cultivo.
Contudo, uma vez que ainda sdo de dificil execugdo técnicas de delecdo génica, essa ferramenta deve ser explorada ao
maximo, para conhecimento mais amplo sobre a viruléncia de diferentes micro-organismos, ainda que se apresente limitada em

algumas abordagens.
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