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SILVA, Julia Mariana Assis da. Analise da expressdo génica do sistema CRISPR/Cas em
isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa. 2020. Dissertagdo (Mestrado Académico em
Biociéncias e Biotecnologia em Salde) - Instituto Aggeu Magalhdes, Fundagdo Oswaldo
Cruz, Recife, 2020.

RESUMO

O sistema CRISPR/Cas corresponde a um mecanismo adaptativo de defesa, encontrado em
arqueas e bactérias, formado por dois elementos principais: as proteinas Cas e um arranjo
CRISPR, que é um locus composto por repeticdes diretas interespacadas por sequéncias
Unicas provenientes de elementos genéticos mdveis (espagadores). Pseudomonas aeruginosa
¢ um patdgeno oportunista, comumente associado a infeccbes hospitalares, por
frequentemente ser resistente a varias classes de antimicrobianos e por produzir biofilme.
Sistemas CRISPR/Cas do tipo I, subtipos F e E, ja foram encontrados em estudos prévios com
este microrganismo. Embora o mecanismo de a¢do envolvido no processo de imunidade desse
sistema seja bem compreendido, a atividade deste sistema nesta espécie, no entanto, ainda nao
é bem esclarecida. Diante deste cenario, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressao de
genes do sistema CRISPR/Cas em 55 isolados clinicos brasileiros de P. aeruginosa. Dos 50
isolados que possuem o tipo I-F, 76% expressam os dois genes investigados, 22% apenas um
dos genes e 2% ndo apresentaram expressdao de nenhum dos genes. Os 7 isolados que
possuem o sistema tipo I-E expressaram 0s genes cas8e e cas7. Analisando a expressao
relativa de alguns genes cas em 5 isolados, verificou-se que o sistema apresenta expressao
constitutiva, e é ativo preferencialmente sob condic¢Ges nutricionais ricas. Isolados contendo
genes anti-CRISPR em seus genomas apresentaram um padrdo de expressdo dos genes cas
reprimido, quando comparados com um isolado que ndo possui anti-CRISPR. Uma alteracéo
no perfil de expressdo desses genes ao longo do tempo também foi observada, o que sugere o
envolvimento dos genes anti-CRISPR no controle regulatério desses genes. A expressao do
sistema em isolados contendo fagos e espacadores alvo pode sugerir uma inatividade, falha,
ou brecha, nesse sistema, e demonstram a necessidade de mais estudos funcionais a este
respeito em bactérias de interesse clinico.

Palavras-chave: Sistema CRISPR/Cas; Expressao génica; Pseudomonas aeruginosa.



SILVA, Julia Mariana Assis da. Analysis of gene expression of the CRISPR/Cas system in
clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa. 2020. Dissertation (Academic Master's Degree
in Biosciences and Biotechnology in Health) - Aggeu Magalh&es Institute, Oswaldo Cruz
Foundation, Recife, 2020.

ABSTRACT

The CRISPR/Cas system represents an adaptive defense mechanism, found in archaea and
bacteria, formed by two main elements: Cas proteins, and a CRISPR array, which is a locus
composed of direct repeats, interspersed by unique mobile sequences (spacers). Pseudomonas
aeruginosa is an opportunistic pathogen, commonly associated with nosocomial infections, as
it is frequently resistant to various classes of antimicrobials, and a noteworthy biofilm
producer. CRISPR/Cas systems type |, subtypes F and E, have already been described in
previous studies for this microorganism. Although the mechanism of action involved in the
immunity process of this system is well understood, the activity of this system in this species,
however, remains rather unclear. Given this scenario, the objective of this work is to evaluate
the expression of genes from the CRISPR/Cas system in Brazilian clinical isolates of P.
aeruginosa. Of the 50 isolates that have type I-F, 76% express two of the investigated genes;
22%, only one of the genes; and 2%, do not show expression for any of the tested genes. All
isolates that harbor the type I-E system are expressing the cas8e and cas7 genes. Analysing
the relative expression of some CRISPR/Cas genes, it was found that the system presents
constitutive expression, and is preferably active under rich nutritional conditions. Isolates
containing anti-CRISPR genes in their genomes presented a pattern of gene repression when
compared to an isolate that does not have anti-CRISPR. A change in the expression profile of
these genes over time has also been observed, which might suggest the involvement of anti-
CRISPR genes in the regulatory control of these genes. The expression of the system in
isolates containing phages and target spacers might suggest immune inactivity, failure, or a
loophole in this system, and demonstrate the need for further functional studies regarding
bacteria of clinical interest.

Keywords: CRISPR/Cas System; Gene expression; Pseudomonas aeruginosa.
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1 INTRODUCAO

O elemento genético Clustered Regularly Interspaced Short Panlindromic Repeats
(CRISPR) constitui uma familia de DNA repetitivo presente no genoma de diversas espécies
bacterianas e de arqueas. O locus CRISPR consiste em sequéncias altamente conservadas,
denominadas repeticdes diretas (DR), interespacadas por sequéncias nao repetitivas nomeadas
espacadores, que sdo oriundos de elementos genéticos mdveis (MGEs), como bacteriofagos e
plasmideos. Esses loci sdo tipicamente flanqueados pelos genes das proteinas Cas (CRISPR-
associated), os quais codificam uma variedade de proteinas com func6es diversas.

O sistema CRISPR/Cas é, primariamente, uma maquinaria adaptativa de defesa que
permite aos procariotos protegerem-se contra a invasdao de MGEs, tais como bacteriofagos,
plasmideos e transposons. Seu funcionamento depende da inser¢do no locus CRISPR, como
espacadores, de pequenos fragmentos de DNA de origem viral e plasmidial, e posterior
degradacdo de sequéncias correspondentes ao fragmento adquirido. As proteinas Cas
desempenham um importante papel na mediacdo dos RNAs CRISPR (crRNAS),

indispensaveis neste processo bioldgico.

Para o funcionamento do sistema CRISPR/Cas, sdo necessarias trés etapas principais:
adaptacdo, expressdo e interferéncia. A etapa de adaptacéo ocorre quando a bactéria entra em
contato com o bacteriéfago ou plasmidio pela primeira vez; e, é durante esta etapa, que
acontece a fragmentacdo do DNA exdgeno, o reconhecimento de potenciais espacadores, e
incorporacédo do novo espacador no inicio do locus CRISPR. A etapa de expressdo consiste na
transcricdo do locus CRISPR em uma grande molécula de RNA conhecida como pré-RNA
CRISPR (crRNA), e posterior clivagem desta molécula em diversos pequenos crRNAs. Na
etapa de interferéncia, o complexo proteico efetor, formado por proteinas Cas, associado ao
crRNA, reconhece a nova molécula de DNA exdgeno através do pareamento de bases entre o
fragmento invasor e o complexo efetor. Uma vez feito o pareamento, uma nuclease é

recrutada para que ocorra a clivagem deste material.

Atualmente, com o aumento do interesse no desenvolvimento de métodos
alternativos para debelar infeccGes causadas por microrganismos multirresistentes, tém-se
voltado para a fagoterapia - uso terapéutico de bacteri6fagos para o tratamento de infeccbes
causadas por cepas bacterianas resistentes a antibioticos - e a compreensdo da interacgao,

mecanismos, e co-evolucdo entre bactérias e bacteriofagos tem adquirido maior importancia.
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Pseudomonas aeruginosa € um bacilo Gram-negativo ndo fermentador, considerado
um dos principais patdgenos de infecgdes hospitalares. Como infecg¢fes por P. aeruginosa séo
frequentemente resistentes a vérias classes dos antimicrobianos utilizados na clinica, e pela
dificuldade de farmacos penetrarem na matriz polimérica do biofilme, tem-se buscado
desenvolver estratégias alternativas para o combate deste microrganismo, como, por exemplo,
0 uso da fagoterapia. Para tanto, é necessario compreender as caracteristicas do sistema
CRISPR/Cas em P. aeruginosa e sua funcionalidade neste microrganismo, porém, até o
momento, poucos estudos foram feitos com o intuito de esclarecer as nuances deste sistema

em isolados clinicos desta espécie.

Cerca de 30% dos isolados clinicos de P. aeruginosa possuem um sistema
CRISPR/Cas, sendo este do Tipo I. Em sua grande maioria, o subtipo presente € o I-F, porém
ja existem descric¢@es do subtipo I-E e, mais recentemente, foi reportada a presenca do subtipo
I-C em poucos isolados. Em estudos prévios realizados pelo grupo de pesquisa, foram
observados isolados positivos para os sistemas Tipo I-F e I-E em isolados clinicos brasileiros.
Apesar da cepa-controle UCBPP-PA14 ser considerada modelo para estudos do sistema
CRISPR/Cas Tipo I-F, estudos acerca da funcionalidade deste sistema, bem como do sistema

Tipo I-E, séo escassos em isolados provenientes de amostras clinicas.

Dessa forma, o presente trabalho prop6s uma analise da expressdo do sistema
CRISPR/Cas em isolados clinicos brasileiros de P. aeruginosa. Os resultados obtidos
permitirdo ampliar o conhecimento sobre os diferentes mecanismos dos sistemas CRISPR/Cas
utilizados por este microrganismo, auxiliando na compreensdo da possivel interferéncia da
maquinaria na multirresisténcia bacteriana e da utilizacdo de fagos como alternativa

terapéutica no tratamento de infecgdes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Panlindromic Repeats) constitui
uma familia de DNA repetitivo presente no genoma de diversas espécies bacterianas e de
arqueas. Esse sistema funciona como uma maquinaria de defesa bacteriana contra elementos
genéticos moveis, em particular bacteriéfagos, plasmideos e transposons.

Pesquisas tém revelado a importancia deste sistema para inimeras aplicacbes, como
estudos da resisténcia bacteriana a fagos; controle da disseminacdo de genes via transferéncia
horizontal; genotipagem de cepas e dindmica populacional microbiana. Porém, até o
momento, poucos estudos foram realizados com o intuito de esclarecer as nuances do sistema
CRISPR/Cas em isolados clinicos de P. aeruginosa, em relacéo a sua estrutura, organizacgao e

funcionamento.

2.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa, ndo fermentadora,
pertencente a familia Pseudomonadaceae. Esses microrganismos apresentam-se como bacilos,
aerobios estritos, oxidase-positivos, com flagelo polar, medindo cerca de 0,5-1,0 um de
didametro e 1,5-5,0 um de comprimento (Figura 1). Devido a sua extensa versatilidade
metabolica e adaptabilidade a baixas concentragdes de nutrientes, essa bactéria possui
habilidade para colonizar diversos nichos ecoldgicos, incluindo solo, plantas, agua e animais
(BALASUBRAMANIAN et al., 2013; BEDARD; PREVOST; DEZIEL, 2016; PEIX;
RAMIREZ-BAHENA; VELAZQUEZ, 2017).

Figura 1 - Bactéria Pseudomonas aeruginosa em micrografia eletronica de varredura colorida

digitalmente

Fonte: Juergen Berger (2013).
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Considerado um patégeno oportunista, esta espécie bacteriana é encontrada
predominantemente em ambiente hospitalar e esta associada a uma ampla gama de infeccGes
agudas e cronicas em humanos (CURRAN; BOLIG; TORABI-PARIZI, 2018). As populacbes
de risco incluem, principalmente, individuos imunodeprimidos, tais como pacientes com
neutropenia profunda, queimaduras graves, neonatos e pacientes admitidos em Unidades de
Tratamento Intensivo (UTI). Nestes grupos, a morbidade e a mortalidade atribuiveis a
infeccdo por P. aeruginosa podem ser altas (KERR; SNELLING, 2009). Devido a sua
capacidade de sobreviver em superficies inorganicas, esta espécie também se encontra
amplamente relacionada a infeccbes como pneumonia associada ao uso de ventiladores,
infeccbes urinarias associadas a cateter e infecgbes poés-cirdrgicas (KLOCKGETHER,;
TUMMLER, 2017; MORADALI; GHODS; REHM, 2017).

Pseudomonas aeruginosa possui um extenso genoma de aproximadamente 5 a 7 mega
pares de bases (Mpb), codificando cerca de 5.567 genes. A plasticidade gendmica de P.
aeruginosa contribui para a sua adaptacdo e manutencdo em diferentes habitats, como
também, permite a aquisicdo de resisténcia a varias classes de antibidticos (LAMBERT, 2002;
PACHORI; GOTHALWAL; GANDHI, 2019).

Segundo Moradali et al. (2017), a resisténcia a antibidticos € uma caracteristica natural
de P. aeruginosa. Esta bactéria pode apresentar-se resistente tanto devido a mecanismos
intrinsecos, como também por mecanismos adquiridos (Figura 2). Um importante mecanismo
para a rapida aquisicdo de resisténcia a antibioticos neste patdgeno, é atraves da incorporagdo
de MGEs (MORADALLI; GHODS; REHM, 2017; SUBEDI; VIJAY; WILLCOX, 2018).
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Figura 2 - Mecanismos propostos de resisténcia a antibioticos em Pseudomonas aeruginosa

Transferéncia
horizontal
de genes

Resisténcia
el
Pseudomonas

aeruginosa

estresse
ambiental

Mutacio

Fonte: Pachori et al. (2019, traducéo nossa).

Em fevereiro de 2017, a Organizacdo Mundial da Saude publicou uma lista com os
agentes patogénicos prioritarios para o desenvolvimento de novos antimicrobianos. O grupo
classificado como Critico inclui bactérias multirresistentes, comuns em hospitais e entre
pacientes que utilizam respiradores artificiais e cateteres intravenosos. Entre elas estdo
Acinetobacter baumannii, membros da familia Enterobacteriaceae, e P. aeruginosa, sendo
estes microrganismos resistentes a carbapenémicos e cefalosporinas de terceira geracdo
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).

O gerenciamento das infeccdes causadas por P. aeruginosa torna-se dificultado nédo
apenas pela inerente resisténcia a antimicrobianos, mas também pela capacidade que este
microrganismo tem para formar biofilme. (GELLATLY; HANCOCK, 2013; RUIZ-
GARBAJOSA; CANTON, 2017). As células presentes no biofilme tendem a apresentar uma
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maior resisténcia a antimicrobianos, ndo apenas pelos possiveis mecanismos moleculares de
resisténcia presentes, mas também pela dificuldade do antimicrobiano em penetrar com
eficacia na matriz polissacaridica que compde essa estrutura (HATOUM-ASLAM;
MARRAFFINI, 2014; MCCOURT et al., 2014).

2.2 Mecanismos de defesa bacterianos contra elementos invasores

A evolucdo dos mecanismos de resisténcia dos hospedeiros contra os parasitas é
fundamental para a manutencdo da diversidade genética e fenotipica dos organismos
envolvidos. A forte pressdo imposta por multiplos parasitas faz com que seus hospedeiros
desenvolvam variados mecanismos especificos, ou um mecanismo geral de resisténcia
(KOSKELLA et al., 2012).

Os bacteriofagos (ou fagos) e os seus hospedeiros bacterianos constituem o grupo de
organismos mais abundantes e que apresentam maior diversidade genética no planeta. Estao
envolvidos em um ciclo continuo de co-evolucgéo, no qual os fagos contribuem na manutencao
da diversidade bacteriana e na transferéncia horizontal de genes entre bactérias, enquanto
evoluem estratégias de exploracdo das celulas hospedeiras procaridticas para sua prépria
replicacdo (KOSKELLA; BROCKHURST, 2014; LABRIE; SAMSON; MOINEAU, 2010;
WEITZ et al., 2013).

Infecgdes constantes por fagos impdem uma forte pressao seletiva nas bactérias, fazendo
com que essas desenvolvam varias estratégias de defesa que atuam em todos os estagios do
ciclo de desenvolvimento dos fagos. Os sistemas bacterianos de defesa aos fagos incluem: o
blogueio da injecdo do DNA na célula hospedeira; a inibicdo da adsorcao do fago a superficie
bacteriana; a degradacdo do acido nucleico do fago através de sistemas de modificacdo e
restricdo; o suicidio celular por meio da infeccdo abortiva; sistemas toxina-antitoxina e o
sistema CRISPR/Cas (Figura 3) (DY et al., 2014; SEED, 2015).
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Figura 3 - Mecanismos de defesa bacterianos em diferentes estagios do ciclo de vida dos

bacteriéfagos
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Fonte: Adaptado de Dy et al. (2014, traducdo nossa).

Em resposta ao arsenal de defesa bacteriano, os fagos co-evoluem e desenvolvem

rapidamente diversas estratégias para escapar dos mecanismos de resisténcia bacterianos.

Dentre as estratégias utilizadas por esses virus estdo os rearranjos gendmicos, as mutacdes

pontuais em genes especificos e o compartilhamento gendmico com outros virus ou genomas

de outros microrganismos. O resultado dessa complexa dinamica de co-evolugdo é uma

corrida armada molecular entre fagos e seus hospedeiros bacterianos (SAMSON et al., 2013;

SEED, 2015).
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2.3 Viséo histérica do locus CRISPR

A primeira descricdo estrutural do CRISPR ocorreu em 1987, quando Ishino et al.
identificaram uma estrutura nucleotidica incomum, composta por sequéncias repetidas e
sequéncias espagadoras, proxima ao gene iap em Escherichia coli K12 (ISHINO et al., 1987).
Estruturas homélogas foram posteriormente identificadas em outras espécies bacterianas e de
arqueas, tais como Haloferax mediterranei, Streptococcus pyogenes e Mycobacterium
tuberculosis (GROENEN et al., 1993; HOE et al., 1999; MOJICA et al., 1995).

Em 2000, Mojica et al. visando entender a importancia biolégica desses elementos,
desenvolveram um estudo comparativo dessas sequéncias entre grupos filogeneticamente
distantes, no qual descreveram essa familia de sequéncias repetitivas como repeti¢oes curtas
regularmente espacadas (Short Regularly Spaced Repeats), porém, a época, ndo foram

associadas a uma funcdo especifica (MOJICA et al., 2000).

Apenas em 2002, baseando-se em uma caracterizacdo sistematica do genoma de
diferentes espécies bacterianas e de arqueas, Jansen et al. (2002) propuseram uma nova
nomenclatura para esta familia de DNA repetitivo, sendo designado o termo CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats ou Repeti¢cGes palindromicas
Curtas e Agrupadas e Regularmente Interespacadas) (JANSEN et al., 2002; PEREIRA, 2016,
p. 30).

Ao longo dos anos, um conjunto de genes foi sendo identificado em procariotos
contendo esses arranjos CRISPR, localizados invariavelmente préximos aos loci, indicando
alguma possivel relacdo funcional entre eles. Esses genes foram nomeados cas (CRISPR-
associated), que futuramente viriam a se mostrar como elementos centrais no funcionamento
do sistema CRISPR/Cas (HAFT et al., 2005; JANSEN et al., 2002).

A descoberta da similaridade entre as sequéncias espacadoras do locus CRISPR com
elementos de origem extracromossdmica (principalmente derivados de fagos e plasmideos)
levou a hipotese de que o sistema CRISPR/Cas seria semelhante a um sistema imune
adaptativo de procariotos e arqueas, conferindo imunidade especifica contra elementos
genéticos mdveis através da integragdo de um novo espacador ao locus (BOLOTIN et al.,
2005; MAKAROVA et al., 2006; MOJICA et al., 2005).
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Estudos subsequentes comprovaram essa hipétese e desde entdo fungdes adicionais, além
da imunidade, vém sendo atribuidas ao sistema CRISPR/Cas (BARRANGOU et al., 2007;
HORVATH; BARRANGOU, 2010; WESTRA; BUCKLING; FINERAN, 2014). Esse
sistema e seus elementos sdo, em geral, altamente varidveis entre os diferentes genomas em
termos de ocorréncia, composicao génica, sequéncias, nimero e tamanho (BARRANGOU;
MARRAFFINI, 2014). De acordo com o CRISPRCas database (2020), esse sistema, em sua
forma completa, ja foi identificado em 75,3% dos genomas de arqueas e 36% dos genomas
bacterianos disponiveis neste banco de dados.

2.4 Estrutura do Sistema CRISPR/Cas
2.4.1 Locus CRISPR

Os loci CRISPR possuem uma estrutura notadamente constante, que consiste em
sequéncias repetidas, altamente conservadas, interespacadas por sequéncias variaveis
nomeadas espacadores (Figura 4). Os genomas podem possuir um ou multiplos arranjos
CRISPR, e esses podem estar presentes em ambos os DNAs cromossomal e plasmidial
(BURMISTRZ; PYRC, 2015; JANSEN et al, 2002; POURCEL; SALVIGNOL;
VERGNAUD, 2005).

Figura 4 - Representacdo esquematica do locus CRISPR e seus componentes adjacentes

Genes cas DR Espacadores

gt & o R R o L E = \
1y Ty T Ty . PO Pp-Op—
Locus CRISPR

Fonte: Adaptado de Koonin e Krupovik (2015).
Legenda: Componentes do locus CRISPR: Sequéncia lider (L); Repeticdo Direta (DR) e espacadores. As setas
azuis representam 0s genes cas.

As sequéncias repetidas, também chamadas de Repeti¢des Diretas (DR), sdo sequéncias
de aproximadamente 24 a 48 pares de base (pb). Essas DRs apresentam em suas

extremidades, uma simetria que, em geral, inclui as sequéncias complementares GTT e AAC,
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assim como trechos de trés ou quatro bases idénticas, principalmente residuos de A ou T.
Essas regides de simetria e bases idénticas conferem uma estrutura secundaria ao RNA
resultante (JANSEN et al., 2002; KUNIN; SOREK; HUGENHOLTZ, 2007). Em um Unico
locus CRISPR, as DRs sdo quase sempre idénticas em relacdo ao tamanho e sequéncia, e
apesar de diferirem entre espécies, elas podem ser classificadas com base na similaridade de
sequéncias e habilidade em formar estruturas secundarias estaveis (SOREK; KUNIN;
HUGENHOLTZ, 2008).

Na extremidade do locus CRISPR encontra-se uma sequéncia conservada rica em bases
AT, com aproximadamente 200 a 500 pb, nomeada sequéncia lider. Esta regido funciona
como promotor do locus CRISPR, necessario tanto para a transcricdo deste, quanto para
aquisicdo de novos espacadores. Convencionalmente, a tltima DR (mais distante da sequéncia
lider) apresenta bases anémalas em relacdo a sequéncia das demais, e é entdo denominada
Repeticdo Degenerada (DG) (JANSEN et al., 2002; RATH et al., 2015; RICHTER; CHANG;
FINERAN, 2012).

As sequéncias ndo repetitivas do locus CRISPR sdo chamadas de espacadores e possuem
entre 21 a 72 pb. Essas sequéncias apresentam alta similaridade com genomas de
bacteriofagos, plasmideos ou outros elementos extracromossdémicos; no entanto, uma
porcentagem de espacadores descritos na literatura ndo apresenta similaridade de sequéncia
com outros organismos, de forma que sua origem permanece desconhecida (BURMISTRZ;
PYRC, 2015; RICHTER; CHANG; FINERAN, 2012).

O ndmero de espacadores em um locus CRISPR ¢ variavel. Alguns sistemas possuem
espacadores complementares as sequéncias dentro do genoma ao qual esta inserido. Até o
momento, nenhuma funcdo especifica foi associada a esses espacadores, sendo proposto que
tenham sido incorporados acidentalmente (BURMISTRZ; PYRC, 2015; SOREK; KUNIN;
HUGENHOLTZ, 2008).

2.4.2 Genes cas

A superfamilia dos genes cas (CRISPR-associated) esta presente, normalmente, em
genomas que possuem o sistema CRISPR. Esses genes se encontram localizados adjacentes

ao locus CRISPR, e podem estar tanto em ambos os lados do locus, como a algumas centenas
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de pares de bases de distancia (HAFT et al., 2005; JANSEN et al., 2002; SOREK; KUNIN;
HUGENHOLTZ, 2008).

Os genes cas codificam uma variedade de proteinas com funcgdes distintas, fornecendo
a maquinaria enzimatica requerida para a aquisicdo de novos espacadores e a degradacdo de
elementos genéticos invasores. Os dominios funcionais identificados nessa familia de
proteinas incluem: dominios de polimerases, helicases e nucleases; dominios de ligacdo a
RNA e DNA; e dominios que estdo envolvidos na regulacdo da transcricdo (BARRANGOU;
MARRAFFINI, 2014; MAKAROVA et al., 2006; RICHTER; CHANG; FINERAN, 2012).

2.5 Mecanismo de acdo do Sistema CRISPR/Cas

O sistema CRISPR/Cas consiste em uma maquinaria adaptativa de defesa que permite
aos procariotos protegerem-se contra a invasdo de MGEs indesejados, tais como fagos e
plasmideos. A imunidade mediada pelo sistema resume-se em trés etapas principais:
adaptacdo; expressdo ou biogénese do crRNA e interferéncia, ou acdo contra 0 DNA invasor
(DY et al., 2014; KOONIN; MAKAROVA, 2017; WESTRA; BUCKLING; FINERAN,
2014) (Figura 5).
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Figura 5 - Representacdo das trés etapas envolvidas no mecanismo imune do sistema
CRISPR/Cas
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Fonte: Adaptado de Amitai e Sorek, 2016.

transcricdo do locus e processamento do crRNA,; ¢) Etapa de interferéncia — agdo contra o elemento genético
invasor; DR - Repeticdo Direta; PAM — Motivo Adjacente ao Protoespacador; crRNA — RNA CRISPR; RNP —
Complexo efetor formado por proteinas Cas juntamente com o crRNA; S1 e S2 correspondem a diferentes

espacadores.

Na etapa de adaptacdo ocorre a aquisicdo e incorporacdo de um novo espacador ao locus
CRISPR, o qual servird como molde para geragdo de um RNA CRISPR (crRNA). Durante
essa etapa, as proteinas Casl e Cas2 se ligam a molécula de DNA ou RNA alvo, e ao

identificarem uma pequena sequéncia de 2 a 4 pb, conhecida como PAM (Protospacer
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Adjacent Motif), clivam uma porgdo dessa sequéncia alvo, nomeado protoespacador, e 0
inserem dentro do locus CRISPR como um novo espagador (AMITAI; SOREK, 2016;
KOONIN, 2019; MAKAROVA et al., 2011).

A aquisicdo da nova sequéncia espacadora é acompanhada da duplicacdo da DR adjacente,
e ocorre sempre proximo a sequéncia lider, resultando em um registro cronoldgico das
invasdes por elementos genéticos moveis. Todo esse processo de adaptacdo ocorre quando a
bactéria é infectada pela primeira vez por um determinado fago ou plasmidio (KOONIN;
MAKAROVA, 2017; VAN DER OOST et al., 2014; WESTRA; BUCKLING; FINERAN,
2014).

Um mecanismo alternativo de adaptacdo é encontrado em alguns sistemas CRISPR/Cas;
esses utilizam-se de uma enzima Transcriptase Reversa (RT) para a aquisi¢do de espacadores
de RNA. Essas RTs podem se encontrar adjacentes ou fusionadas ao gene casl (SILAS et al.,
2017; TORO; MARTINEZ-ABARCA; GONZALEZ-DELGADO, 2017).

Na etapa de expressdo — ou biogénese do crRNA — o locus CRISPR € transcrito em uma
grande molécula de RNA precursora, chamada de pré-crRNA, que posteriormente €
processada em pequenos crRNA. Cada crRNA corresponde a um Unico espacador, flanqueado
por uma porcdo da DR adjacente (HORVATH; BARRANGOU, 2010; WESTRA;
BUCKLING; FINERAN, 2014).

Na etapa de interferéncia, o crRNA associado com uma, ou muatiplas proteinas Cas, forma
um complexo proteico efetor conhecido como crRNP (ribonucleoproteinas-CRISPR); esse
reconhece a molécula de acido nucleico exdgeno através do pareamento de bases entre o
fragmento invasor e o espacador presente na estrutura do complexo efetor. O reconhecimento
do alvo, pela maioria dos crRNP, requer a presenca da sequéncia PAM. A hibridizacéo entre o
crRNA e o fragmento alvo induz uma mudanga conformacional no crRNP, que serve como
um sinal para o recrutamento de uma nuclease capaz de degradar o elemento genético invasor
(NISHIMASU; NUREKI, 2017; VAN DER OOST et al., 2014).

2.6 Classificacdo do Sistema CRISPR/Cas
Da mesma forma que outros sistemas de defesa, 0 CRISPR/Cas progride sob forte

pressdo seletiva, resultando em uma rapida evolucdo e numa notavel diversificacdo da

arquitetura genémica e composicdo dos genes cas (MAKAROVA et al., 2015).
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Baseado em andlises comparativas das proteinas Cas e organiza¢cdo genémica dos loci
CRISPR, esse sistema foi primeiramente classificado em trés tipos (sistema CRISPR/Cas
Tipo I, Tipo Il e Tipo Ill), e onze subtipos (IA-F, 1IA-C e 111A-B). As proteinas encontradas
quase universalmente em todos os sistemas CRISPR/Cas séo as Casl e Cas2. Para cada tipo e
subtipo de sistema, um gene de assinatura especifico foi identificado (MAKAROVA et al.,
2011; MAKAROVA; WOLF; KOONIN, 2013).

Makarova et al. (2015) atualizaram essa classificagdo incluindo mais dois tipos de
sistema CRISPR/Cas (Tipo 1V e Tipo V) e mais cinco subtipos. Além disso, dividiram o
sistema em duas classes; os de Classe | sdo os sistemas que possuem um complexo efetor
composto por varias subunidades de proteinas Cas, e 0s de Classe Il nos quais 0 crRNP &
composto por uma unica proteina multidominio (MAKAROVA et al., 2015).

A base para a atual classificagdo do sistema CRISPR/Cas é o principio organizacional
do modulo efetor (que compreende as proteinas envolvidas no processamento do pré-crRNA e
no reconhecimento e degradacdo do DNA alvo). Dessa forma, o sistema é atualmente dividido
em 6 Tipos e 24 subtipos, dentro de duas classes, conforme demonstrado nas Figuras 6 e 7. Os
sistemas de classe | compreendem os Tipos I, Il e 1V, enquanto que na Classe Il estdo
incluidos os Tipos I, V e VI (KOONIN; MAKAROVA, 2017; KOONIN; MAKAROVA;
ZHANG, 2017).



Figura 6 - Classificagdo dos Sistemas CRISPR/Cas de Classe 1
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Fonte: Adaptado de Koonin, Marakova e Zhang, 2017.

Variante

Legenda: As setas representam os genes cas; 0s genes homologos apresentam a mesma cor. Os genes

pertencentes ao madulo de adaptacdo sdo marcados em azul e os pertencentes ao médulo efetor sdo

marcados em rosa.
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Figura 7 - Classificagdo dos Sistemas CRISPR/Cas de Classe 2

Proteina efetora Modulo de adaptacéao

Emr T wrdpr— o mmdr—> [l] [§1o80l] 11-B

cas9® cas? cas2 cas4 pacina CRISPR

i’ T moROH| 11-A
SPR

cas?® cas1 cas2 ¢sn2 gacrrna CRI

Cmmr e e DI [BOROY l-C

casT ¢as2 gacrrva CRISPR

RwCr L s nl . [ ] : I : "_C
cas9 tracrRNA cast

CRISPR  cas4 cas2

Variante

V-A

RaCLiye
_mw [ > . W] V-B
cas4 cas?T cas2 tecriin CRISPR

V-C

casT cas12c

| 7o || Ee—— V-D

cas1 CRISPR ~ cas12d

RuvC L 11X

cas12e {casX}

V-E

cas4 cast cas2 trsorkNa CRISPR

DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
_|: e — | 0% | I >600 aa
CRISPR V-U
TS [BORO] | ~400 2a

. CRISPR
e el VA
Vi = —rene vi-C
— > BoRoN VI-B1
i m— VI-B2

Fonte: Adaptado de Koonin, Marakova e Zhang, 2017.

Legenda: As setas representam os genes cas; 0s genes homalogos apresentam a mesma cor. Os genes
pertencentes ao moédulo de adaptacdo sdo marcados em azul e os pertencentes ao médulo efetor séo
marcados em rosa.

O sistema tipo | possui 0 gene de assinatura cas3, o qual codifica uma proteina com

atividade de helicase. Frequentemente, o dominio helicase da Cas3 estd fusionado com um
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dominio de endonuclease que est& envolvido na clivagem do DNA alvo (MAKAROVA et al.,
2015). O complexo efetor do tipo | € composto por diversas proteinas Cas e é conhecido como
Cascade (CRISPR-associated complexo antiviral defence). Atualmente esse tipo de sistema é
classificado dentro de sete subtipos (I-A a I-F e I-U) (HATOUM-ASLAM; MARRAFFINI,
2014; KOONIN; MAKAROVA; ZHANG, 2017).

O sistema tipo 1l possui como assinatura o gene cas10, o qual codifica uma proteina
com dominio de reconhecimento de RNA semelhante ao dominio observado em polimerases.
Esse tipo assemelha-se ao tipo | por possuir um complexo efetor formado por mais de uma
proteina Cas. Esse sistema possui cinco subtipos (I11-A a 11I-D e o subtipo 1l1-B variante)
(MAKAROVA et al., 2015).

O tipo IV possui um sistema CRISPR/Cas rudimentar, no qual o médulo de adaptacéo
estd ausente. O complexo efetor presente neste tipo de sistema € composto pelas proteinas
Csfl (proteina assinatura para o tipo 1V), Cas5 e uma unica subunidade de Cas7. Esse tipo de
sistema possui apenas um subtipo variante (tipo IV variante), o qual ndo possui um locus
CRISPR (MAKAROVA et al., 2015).

Os tipos Il e V possuem as proteinas de assinatura Cas9 e Casl2, respectivamente. A
caracteristica principal desses tipos € a presenca de um dominio endonuclease do tipo RuvC.
O tipo Il possui quatro subtipos (11-A a II-C e 11-C variante), enquanto que o tipo V possui
seis subtipos (V-A a V-E e V-U). A proteina assinatura para o tipo VI é a Casl13; seu modulo
efetor possui dois dominios pertencentes a superfamilia de RNases HEPN, envolvidas em
varias func@es relacionadas a defesa, tanto em procariotos, como em eucariotos (KOONIN;
MAKAROVA; ZHANG, 2017; MAKAROVA et al., 2015).

2.7 Funcdes além da imunidade

Estudos recentes tém demonstrado um papel funcional adicional do sistema CRISPR/Cas
aléem da imunidade em algumas espécies de bactérias e arqueas (Quadro 1). No patdégeno
intracelular Francisella novicida, foi observado que o sistema CRISPR/Cas Tipo Il regula a
expressdo de um transcrito enddgeno que codifica uma lipoproteina bacteriana (BLP).
Geralmente, essa BLP é reconhecida por receptores da imunidade inata do hospedeiro

(receptores do tipo Toll-Like 2) acarretando em uma resposta pro-inflamatéria. Porém, a
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repressdo da expressdao da BLP pelo sistema CRISPR/Cas facilita a evasdo do patdgeno,
contribuindo dessa forma para sua viruléncia (SAMPSON et al., 2013; SAMPSON; WEISS,

2014).

Quadro 1 - Funges do sistema CRISPR/Cas além da imunidade adaptativa

Funcéao

Regulagdo génica

Regulacéo de

comportamento de col6nia

Regulacéo de

comportamento de colénia

Regulacédo de genes de

viruléncia

Regulacdo de genes de

viruléncia

Regulacdo de genes de

viruléncia

Regulacdo de genes de

viruléncia

Remodelamento do

genoma

Reparo do DNA

Tipo CRISPR/Cas

111-B

I1-C

11-B

11-B

Locus CRISPR

orfao

I-F

I-E

Fonte: Adaptado de Westra et al. (2014).

Mecanismo

Degradacdo de mRNA

complementar

Baseado em complementaridade

parcial

Desconhecido

Modificacdo da superficie celular

dependente de Cas9

Supresséo da producéo de
lipoproteinas bacterianas mediada

por Cas9

Desconhecido

Regulacéo do operon feoAB por

complementaridade parcial

Remocdo de regides gendmicas por
auto direcionamento

Reparo mediado por Casl

Espécie

Pyrococcus furiosus

Pseudomonas

aeruginosa

Myxococcus xanthus

Campylobacter jejuni

Francisella novicida

Legionella

pneumophila

Listeria

monocytogenes

Pectobacterium

atrosepticum

Escherichia coli

Em um estudo com isolados clinicos de Staphylococcus epidermidis foi comprovada a

atuacdo do sistema CRISPR/Cas no controle da disseminacdo de genes via transferéncia

horizontal. A presenca de um espacador no locus CRISPR de um isolado de S. epidermidis

apresentando similaridade de sequéncia com um gene presente em quase todos os plasmidios
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conjugativos estafilococicos, ativa a maquinaria de interferéncia CRISPR/Cas impedindo a
conjugacéo e transformacdo plasmidial. Dessa forma, a ativacdo desse mecanismo pode
limitar a propagacdo da resisténcia a antibiéticos entre bactérias patogénicas (MARRAFFINI;
SONTHEIMER, 2008).

O envolvimento do sistema CRISPR/Cas no reparo do DNA foi observado atraves de um
estudo com a proteina Casl de Escherichia coli, que interage diretamente com componentes
do sistema de reparo, incluindo as proteinas recB, recC e ruvB. Com a dele¢do da Casl,
observou-se um aumento na sensibilidade a danos no DNA e prejuizo na segregacao
cromossdmica (BABU et al., 2011).

Outros estudos vém demonstrando fungdes relevantes do sistema CRISPR/Cas
relacionadas a regulacdo génica de comportamento de grupo, como em Pseudomonas
aeruginosa e Myxococcus xanthus, e regulacédo de fen6tipos patogénicos, como a regulacéo de
genes de viruléncia em Campylobacter jejuni, Francisella novicida, Legionella pneumophila
e Listeria monocytogenes (BARRANGOU, 2015; WESTRA; BUCKLING; FINERAN,
2014).

2.8 Mecanismo de inativacao do sistema CRISPR/Cas: genes anti-CRISPR

Em resposta ao arsenal de defesa bacteriano, os fagos por sua vez também
desenvolvem estratégias antagonistas a estes sistemas com capacidade para inativa-los
(BONDY-DENOMY et al., 2016a; PAWLUK; DAVIDSON; MAXWELL, 2017). Em um
estudo utilizando trinta fagos de P. aeruginosa, foi observado que profagos permitiam a
infeccdo por outros virus na célula bacteriana, apesar da presenca de espacadores do sistema
CRISPR/Cas do tipo I-F que impediriam estas invasdes. Dessa maneira, foi constatado que os
profagos estariam inativando a funcdo do sistema CRISPR/Cas (BONDY-DENOMY et al.,
2013; BORGES; DAVIDSON; BONDY-DENOMY, 2017).

Ao comparar 0 genoma desses fagos que estariam inativando a funcdo do CRISPR/Cas
com aqueles sensiveis ao sistema, foi identificado um locus anti-CRISPR contendo 0s genes
responsaveis pela neutralizagdo deste sistema bacteriano, e a esses foi dado o nome de genes
anti-CRISPR (acrs) (BORGES; DAVIDSON; BONDY-DENOMY, 2017). Esses genes foram

identificados principalmente em uma familia de fagos relacionados do tipo Mu (Figura 8).



33

Também foram identificados homologos desses genes em plasmideos e ilhas genémicas

(BORGES; DAVIDSON; BONDY-DENOMY, 2017).

Figura 8 - Locus anti-CRISPR de fagos pertencentes a familia Mu-like

DMS3 — E3 @—

JBD26 — E3 F4 m-

D3112 — R E4 @—

JBDS —- F3 F5 m—
JBD23 —E4 F3 F5 m—
JBDSSa —[Eez F3 m»—

JBD93 — F3 m—

JBD30 —-M—

v — )y —

LPB1 — F7 m—

Fonte: Adaptado de Borges et al, 2017.

Nota: Locus anti-CRISPR de fagos da familia Mu-Like de P. aeruginosa. Os genes anti-CRISPR est&o todos no
mesmo locus, integrados entre estruturas conservadas que sdo homdlogos ao gene G do fago Mu e aos genes de

proteases, representados em cinza.

Apesar de terem sido descobertos primeiramente na bactéria P. aeruginosa, esses

genes ja foram identificados também em outras espécies bacterianas (BONDY-DENOMY et
al., 2016b; BORGES; DAVIDSON; BONDY-DENOMY, 2017). As proteinas Acr sdo

capazes de inibir a atividade CRISPR/Cas a partir do bloqueio do complexo de vigilancia

CRISPR ou da inativagéo das nucleases Cas (BORGES et al., 2018).
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2.9 Pseudomonas aeruginosa e o sistema CRISPR/Cas

Cerca de 30% dos isolados clinicos de P. aeruginosa possuem um sistema
CRISPR/Cas, sendo esse do tipo I. Em sua grande maioria, 0 subtipo presente nos genomas de
P. aeruginosa é o I-F (por vezes chamado de Yersinia, pela estrutura especifica deste subtipo
ter sido primeiro descrita neste género bacteriano), que incluem os loci CRISPR1 e CRISPR2,
seguido pelo subtipo I-E (também chamado de Escherichia, por seu genoma de referéncia ser
0 deste género bacteriano) que compreende dois outros loci CRISPR (CADY et al., 2012;
ESSOH et al., 2013).

Van Belkum et al. (2015), em uma analise de 672 genomas de P. aeruginosa
depositados em bancos de dados, observou a presenga do subtipo I-F em 202 isolados, 0
subtipo I-E em 81 isolados, e o subtipo I-C em 20 isolados. Esse trabalho foi o primeiro a
descrever o subtipo I-C do sistema CRISPR/Cas em P. aeruginosa (BELKUM et al., 2015).

A cepa UCBPP-PA14 (PA14) é considerada modelo para estudos do sistema
CRISPR/Cas tipo I-F, o qual apresenta o conjunto de genes cas tipico deste tipo (casl, cas2-
cas3, csyl, csy2, csy3 e cas6f) flanqueados por dois loci CRISPR (CRISPR1 e CRISPR2),
contendo 13 e 21 espacadores, respectivamente (BELKUM et al., 2015; HEUSSLER et al.,
2016) (Figura 9). As proteinas Csy e Cas6f (antiga Csy4), juntamente com um crRNA
montam um complexo de ribonucleoproteinas estavel chamado de Cascade, que reconhece
alvos de DNA com sequéncia PAM ‘GG’ e recrutam uma nuclease trans-ativa (cas2-cas3)
para degradacdo do alvo (ROLLINS et al., 2015, 2016).
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Figura 9 - Representacao esquematica do sistema CRISPR/Cas subtipo I-F na cepa PA14 de
Pseudomonas aeruginosa

CRISPR 1 CRISPR 2
Genes cas
1 13 casé6f cas? cass cassf cas3-cas2 cas1 21 1

(csy4) (csy3) (csy2) (ecsy?)
3 Lider . DR [] Espacador

Fonte: Adaptado de Heussler et al., 2016.

Legenda: A sigla DR corresponde a Repeticdo Direta.

O sistema CRISPR/Cas ja possui algumas func¢des conhecidas em P. aeruginosa; uma
delas é a modulacdo de genes do fago DMS3. Quando presente no genoma de P. aeruginosa,
de forma lisogénica, o fago DMS3 € responsavel pela inibicdo da motilidade em grupo e
producdo de biofilme pela bactéria; porém essa inibicdo requer um sistema CRISPR/Cas
integro. Mutacdes nos genes cas envolvidos na etapa de interferéncia permitem que o fenétipo
do biofilme seja restaurado (WESTRA; BUCKLING; FINERAN, 2014; ZEGANS et al.,
2009).

Esse fendmeno se da através da similaridade parcial entre um dos espacadores no locus
CRISPR de P. aeruginosa com o gene 42 do fago DMS3, permitindo que através desta
similaridade entre as sequéncias, o efeito inibitorio seja suprimido. Devido ao pareamento
imperfeito, este espacador ndo fornece resisténcia contra o fago. Apesar desse mecanismo nédo
estar totalmente elucidado, estudos sugerem que a interacdo entre o alvo (DMS3-42) e a
maquinaria CRISPR/Cas interfira na expressdo de genes do profago envolvidos na inibicédo
(ZEGANS et al., 2009).

Cady et al. (2012) demonstraram experimentalmente a resisténcia a fagos pelo subtipo
I-F de P. aeruginosa; no qual foi observado que o nivel de resisténcia seria baseado na
similaridade entre o espagcador CRISPR e o protoespacador alvo. Além disso, Heyland-
Kroghsbo et al. (2017) observaram na cepa UCBPP-PAL14 que a expressdao do sistema
CRISPR/Cas pode ser regulada por sinais quorum sensing, um mecanismo de comunicagédo
célula-célula utilizado por bactérias em resposta a densidade celular. Quando a bactéria esta

sob alto risco de infeccdo por fagos, esse mecanismo de comunicacdo entre as celulas
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bacterianas ativam a expressao dos genes cas permitindo um aumento da fungdo CRISPR/Cas
(CADY etal., 2012; HOYLAND-KROGHSBO et al., 2017).
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3 JUSTIFICATIVA

Embora o sistema CRISPR/Cas venha sendo amplamente estudado durante as
altimas décadas, até o momento, o seu funcionamento e os mecanismos envolvidos na
regulacdo do mesmo ainda ndo sdo compreendidos em sua totalidade. No que se refere a P.
aeruginosa, os estudos funcionais que existem limitam-se a cepa de P. aeruginosa UCBPP-
PA14, e ndo ha estudos funcionais utilizando cepas clinicas que possuam caracteristicas
diferentes da UCBPP-PA14. Adicionalmente, ha uma caréncia de dados sobre a funcdo do

sistema do tipo I, subtipo E, para esta espécie.

Em 2011, Cady et al. reportaram que o subtipo I-F de P. aeruginosa ndo parecia
conferir imunidade a bactéria contra o ataque de bacteriofagos, apesar de crRNAs serem
produzidos (CADY et al.,, 2011; ZEGANS et al., 2009). A partir de entdo, passou-se a
acreditar que o papel do sistema CRISPR/Cas no genoma de P. aeruginosa seria apenas
modular a expressdo génica, e ndo de proteger a célula bacteriana contra a invasdo de novos
MGEs (SONNLEITNER; ROMEOQ; BLASI, 2012).

No entanto, Cady et al. em 2012, descreveram a protecdo contra fagos pelo subtipo I-F
do sistema CRISPR/Cas em P. aeruginosa, obtido através da mudanca de parametros
experimentais. Westra et al., em 2015, demonstraram que, o fato da P. aeruginosa tornar-se
resistente aos fagos nao seria apenas pela expressdo do sistema CRISPR/Cas, mas tambem
pela modificacdo dos receptores do fago pela célula, e que o sistema CRISPR/Cas parece ser
o mecanismo de defesa de escolha sob condigbes nutritivas reduzidas, enquanto outros
mecanismos estariam ativos em meios ricos em nutrientes (CADY et al., 2012; WESTRA et
al., 2015).

Diante da escassez de estudos com isolados clinicos, da auséncia de informacdes
acerca do sistema I-E, e dos relatos incertos em relacdo a sua eficacia na protecdo da célula
bacteriana, o presente trabalho se propbe a avaliar a expressdo dos sistemas CRISPR/Cas

tipos I-F e I-E em isolados clinicos de P. aeruginosa sob condi¢6es nutricionais distintas.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Existe diferenca nos niveis de expressdo dos genes que compde o sistema CRISPR/Cas
em Pseudomonas aeruginosa isoladas de hospitais da cidade do Recife, cultivadas sob

diferentes condicGes nutricionais?
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5 HIPOTESE

O sistema CRISPR/Cas apresenta diferentes niveis de expressdo génica em
Pseudomonas aeruginosa isoladas de hospitais publicos do Recife, submetidos a diferentes

condicdes nutricionais.



40

6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Avaliar os niveis de expressdo génica dos sistemas CRISPR/Cas tipos I-F e I-E em

isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa submetidas a diferentes condigdes nutricionais.

6.2 Objetivos especificos

a) Analisar qualitativamente a expressdo dos genes cas dos sistemas CRISPR/Cas tipos I-
F e I-E nos isolados clinicos de P. aeruginosa;

b) Avaliar quantitativamente o0s niveis de expressdo dos genes cas dos sistemas
CRISPR/Cas tipos I-F e I-E de diferentes isolados, sob condigdes nutricionais
reduzidas;

c) Avaliar quantitativamente os niveis de expressdo dos genes cas dos sistemas
CRISPR/Cas tipos I-F e I-E de diferentes isolados, sob ricas condi¢des nutricionais;

d) Comparar quantitativamente a expressao dos sistemas CRISPR/Cas tipos I-F e I-E sob

as diferentes condic6es avaliadas;
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7 METODOLOGIA

7.1 Amostras de Pseudomonas aeruginosa estudadas

As amostras de P. aeruginosa foram obtidas de um estudo anterior (LUZ et al.,
2019) (ANEXO 2) e totalizam 55 isolados clinicos positivos para o sistema CRISPR/Cas
(Quadro 2). Séo oriundos de diferentes origens de infeccdo e setores de dois hospitais
publicos da cidade do Recife-PE, denominados aqui de Hospital A (HA) e Hospital B (HB).
Os isolados clinicos de P. aeruginosa encontram-se estocados na bacterioteca do
Departamento de Microbiologia do Instituto Aggeu Magalhdes/Fiocruz, em criotubos
contendo meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) e glicerol a 30% na proporgdo de 1:1 e
congelados em freezer a -80°C para manutencdo das amostras do estudo. Dos 55 isolados
utilizados neste estudo, 13 tiveram seus genomas sequenciados em projeto anterior e suas

identificacOes (ID) encontram-se destacadas em cinza no Quadro 2.

Quadro 2 - Amostras de Pseudomonas aeruginosa positivas para o sistema CRISPR/Cas

(continua)
Ano de Tipo de
ID coleta Hospital Setor Hospitalar Origem de Infec¢éo sistema
CRISPR
6 2015 HA UTI SECRE(;,?\O TRAQUEO- I-F
BRONQUICA
8 2015 HA UTI SECREQ&O TRAQUEO- I-F
BRONQUICA
12 2015 HA ENFERMARIA FRAGMENTO OSSEO + I-F
PARTES MOLES
14 2015 HA ENFERMARIA PARTES MOLES I-F
16 2015 HA ENFERMARIA 0SSO I-F
18 2015 HA UTI SECRE(;,A&O TRAQUEO- I-F
BRONQUICA
21 2015 HA ENFERMARIA URINA I-F
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(continuacgéo)

Ano de Tipo de
ID coleta Hospital Setor Hospitalar Origem de Infeccéo sistema
CRISPR
22 2015 HA UTI SECREC?\O TRAQUEO- I-F e I-E
BRONQUICA
23 2015 HA ENFERMARIA PARTES MOLES I-F
24 2015 HA ENFERMARIA URINA I-F
28 2015 HA ENFERMARIA SINTESE CIRURGICA I-F
29 2015 HA UTI SECRE(;,A&O TRAQUEO- I-F
BRONQUICA
30 2015 HA ENFERMARIA FERIDA OPERATORIA I-F
39 2015 HA UTI SECRE(;,A&O TRAQUEO- I-F
BRONQUICA
40 2015 HA AMBULATORIO URINA I-E
42 2016 HA UTI SECRE(;AO TRAQUEO- I-F
BRONQUICA
45 2016 HA ENFERMARIA PELE I-F
52 2016 HA UTI SECREQAO TRAQUEO- I-F
BRONQUICA
53 2016 HA UTI SECRE(}?\O TRAQUEO- I-F
BRONQUICA
55 2016 HA UTI URINA I-F
56 2016 HA UTI SECREQ&O TRAQUEO- I-F
BRONQUICA
57 2016 HA EMERGENCIA PARTES MOLES I-F
61 2016 HA UTlI URINA I-F
66 2016 HA ENFERMARIA FRAGMENTO OSSEO I-F
67 2016 HA UTlI SECRE(;AO TRAQUEO- I-F
BRONQUICA
68 2016 HA uTI SECRECAO TRAQUEO- I-F
BRONQUICA

Quadro 3 - Amostras de Pseudomonas aeruginosa positivas para o sistema CRISPR/Cas.
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(continuacéo)

Ano de Tipo de
ID coleta Hospital Setor Hospitalar Origem de Infecgdo sistema
CRISPR
70 2016 HA ENFERMARIA URINA I-F
74 2016 HA uTI SECRECAO TRAQUEO- I-F
BRONQUICA
75 2016 HA uTI SECRE(;AO TRAQUEO- I-F
BRONQUICA
77 2016 HA uTI URINA I-F
78 2016 HA ENFERMARIA URINA I-E
80 2016 HA uTI TUBO TRAQUEAL I-F
81 2016 HA ENFERMARIA URINA I-E
83 2016 HA uTlI SECRE(;AO TRAQUEO- I-F
BRONQUICA
90 2016 HA ENFERMARIA URINA I-F
91 2016 HA ENFERMARIA FRAGMENTO OSSEO I-F
93 2016 HA ENFERMARIA URINA I-E
94 2016 HA uTI SECREQAO TRAQUEO- I-E
BRONQUICA
96 2016 HA uTI TUBO TRAQUEAL I-F
97 2016 HA ENFERMARIA SECREQ&O TRAQUEO- I-F
BRONQUICA
99 2016 HA UTI BOCA I-F
101 2010 HB uUTI SANGUE I-F
103 2010 HB ENFERMARIA URINA I-F
105 2010 HB ENFERMARIA URINA I-F
106 2010 HB UTI URINA I-F

Quadro 4 - Amostras de Pseudomonas aeruginosa positivas para o sistema CRISPR/Cas.

(continuacéo)
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Ano de Tipo de
ID coleta Hospital Setor Hospitalar Origem de Infeccéo sistema
CRISPR
107 2010 HB uTI SANGUE I-F
108 2010 HB ENFERMARIA ASPIRADO TRAQUEAL I-F
110 2010 HB ENFERMARIA SECRECAO DE FERIDA I-F
111 2010 HB ENFERMARIA ASPIRADO TRAQUEAL I-F
113 2010 HB ENFERMARIA FRAGMENTO DE I-Fel-E
TECIDO
114 2010 HB ENFERMARIA SECRECAO DE FERIDA I-F
115 2010 HB ENFERMARIA SECRECAO DE FERIDA I-F
116 2010 HB AMBULATORIO URINA I-F
127 2010 HB AMBULATORIO PONTA DE CATETER I-F
129 2010 HB UTI SANGUE I-F

Fonte: A autora.
Legenda: ID- Identificacdo do isolado; UTI — Unidade de Tratamento Intensivo.

7.2 Curva de crescimento bacteriano

Para avaliar as fases do crescimento bacteriano em P. aeruginosa sob diferentes

condicdes nutricionais, foram realizadas curvas de crescimento bacteriano com base no estudo

realizado por Goldova et al. (2011). O meio LB (Luria-Bertani) foi utilizado para o

crescimento da bactéria sob uma rica condi¢do nutricional, enquanto que o meio M9 0.2%

glicose (minimal salts 5x) foi utilizado para o crescimento numa condicdo nutricional

reduzida.

A extracdo de RNA total foi realizada em trés pontos diferentes, objetivando obter

uma visdo mais ampla a respeito da expressdo desses sistemas a partir fase estacionaria (fase

na qual ocorre maior expressdo de genes envolvidos na sobrevivéncia bacteriana) e avaliar
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possiveis mudancas no perfil de expressdo do sistema CRISPR/Cas nas diferentes condicbes
nutricionais. A primeira extracdo foi realizada apds 9 horas de crescimento; a segunda ap6s 16

horas e a terceira ap6s 32 horas de crescimento.

7.3 Extracédo do RNA total bacteriano e quantificacdo

A extragdo do RNA total bacteriano foi realizada com a utilizagdo do SV Total RNA
Isolation Systems (Promega), seguindo as recomendacdes do fabricante, a partir de uma
aliquota de 1 mL de cultura crescida em caldo BHI a 37°C por 24 horas. Para isto, uma
aliquota de cada isolado foi previamente semeada em LB &gar e crescida a 37°C por 24 horas.

Para avaliar a integridade das amostras, uma aliquota de 3 pl (aproximadamente 1.500
ng) do RNA total extraido foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1%, corado com
SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) e corrido a 120 Volts e 150 mA durante 30 minutos,
sendo posteriormente visualizados e fotografados em aparelho de fotodocumentacdo L-Pix
EX (Loccus Biotecnologia) sob luz ultravioleta.

Verificada a integridade, cada amostra de RNA foi tratada com a enzima DNase |
Amplification Grade (ThermoFisher Scientific), sequindo as recomendacdes do fabricante,
para remocao de DNA cromossomal contaminante. Para mensurar a quantidade de RNA total
extraido, 1 pl da amostra pura foi submetido a quantificagdo em NanoDrop 2000c
(ThermoFisher Scientific Inc.) e o grau de pureza foi estimado a partir da observacdo dos
pardmetros de absorbancia (Azsoizs0). Todas as amostras foram estocadas em freezer a -80°C

até o momento de uso.

7.4 Sintese de cDNA

A reacdo de Transcricdo Reversa (RT) foi realizada com a utilizagdo do GoScript™
Reverse Transcription System (Promega), seguindo as recomendaces do fabricante, na qual o
RNA total foi utilizado como molde para a sintese do DNA complementar (cDNA). Um
controle negativo foi inserido para todas as amostras de cDNA, no qual a enzima
Transcriptase Reversa ndo foi adicionada. Para utilizagdo nas reag0es de amplificacdo, o

cDNA foi submetido previamente a quantificacio em NanoDrop 2000c (ThermoFisher
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Scientific Inc.), diluido 1:10 em &gua tratada com DEPC (Invitrogen) e armazenados a -20°C,

até o momento da utilizacéo.

7.5 RT-PCR

A técnica de RT-PCR (Transcriptase Reversa-PCR) foi realizada para verificar a
transcricdo dos genes casl e cas8f (genes especificos do tipo I-F); e dos genes especificos
para o tipo I-E: cas8e e cas7 (cas7 - anteriormente nomeado cse4 e cas8e - anteriormente
nomeado csel). As sequéncias dos oligonucleotideos e as referéncias bibliogréficas

correspondentes podem ser observadas no Quadro 3.

Quadro 5 - Oligonucleotideos utilizados nas reac6es de RT-PCR

Tamanho
Subtipo Gene  Oligonucleotideo Sequéncia nucleotidica (5’ a 3°) do Referéncia
produto
casl-F GACATTTCTCCCAGCGAACTGA Essoh et al.
casl 565 pb 2013
casl-R CTTCTTCGGTCAGTAGATGCTC
I-F
csy-F ACATTGGCAAAGACAGGACCAG Desenhados
cas8f 472 pb para o estudo
csyl-R CTCCTTGAACATCGTCAGTTCC atual
csel-F ATGACTGAACACTACAACCTGC
cas8e 445 pb
csel-R GGTCATAGGAATGGTCGAACAC Desenhados
I-E para o estudo
csed-F TTCATCGAGTTCCATCTGATCC atual
cas’ 321 pb
cse4-R CAGGTATTCGGTCTTGCCAT

Fonte: A autora.

O desenho de primers foi feito de acordo com o software ApE (disponivel em
https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/), e sua viabilidade (temperatura de Melting,
formac&o de hairpin, auto-dimeros e hétero-dimeros) foi analisada através do software online

OligoAnalyzer Tool (disponivel em https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer).
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As reacOes de PCR foram preparadas para um volume final de 25ul contendo 2,5ul de
dNTP na concentracdo de 2,5 mM; 1ul de cada oligonucleotideo na concentracdo de 20nM;
2,5ul de MgClza 25mM; 1ul de cDNA diluido 1:10 e 1U de Tag DNA polimerase (Promega).
As reacOes foram submetidas a termociclagem em T3000 thermocycler (Biometra), com uma
etapa de desnaturacdo inicial de 95°C por 2 minutos; 35 ciclos de desnaturagéo a 95°C por 30
segundos, anelamento a 60°C por 40 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto (cada ciclo),
seguidos por uma extensdo final a 72°C por 10 minutos, para 0os genes casl e cas8f. Para
amplificacdo dos genes cas8e e cas7 foram realizados os seguintes parametros: Desnaturacéo
inicial de 95°C por 2 minutos; 35 ciclos de termociclagem com desnaturacdo a 95°C por 30
segundos, anelamento a 58°C por 40 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, seguidos por

uma extensao final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1,0% (m/v) corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), corridos a 120 Volts e 150
mA durante 45 minutos, sendo posteriormente visualizados e fotografados em aparelho de

fotodocumentacdo L-Pix EX (Loccus Biotecnologia) sob luz ultravioleta.

7.6 Analise do sistema CRISPR/Cas in silico

Treze isolados CRISPR/Cas positivos tiveram seus genomas previamente
sequenciados e depositados no banco de dados do NCBI através do nimero de acesso de
BioProject PRINA514718. Os profagos dos genomas estudados foram investigados utilizando
o software online PHASTER (ARNDT et al., 2016). Os fagos encontrados foram comparados
aos fagos relacionados ao contedo de espacadores de seus genomas. Os genes anti-CRISPR
foram investigadas usando a ferramenta blast disponivel no banco de dados NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), usando as seqiiéncias especificas de DNA de 14
proteinas diferentes, anteriormente definido (BELKUM et al., 2015; PAWLUK;
DAVIDSON; MAXWELL, 2017). O alinhamento multiplo para a proteina Casl do tipo I-E
foi feito através do MAFFT (KATOH; STANDLEY, 2013), e visualizado com BOXSHADE
(https://embnet.vital-it.ch/software/BOX_form.html).
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7.7 PCR Quantitativa em Tempo Real (QRT-PCR)

Para avaliar possiveis diferencas nos niveis de expressdo dos genes cas, foram
selecionados cinco isolados de acordo com caracteristicas estruturais do sistema CRISPR/Cas
e dos seus genomas (Quadro 4). Uma analise comparativa dos niveis de expressdo desses
genes entre os dois tipos de sistema (tipo I-F e I-E) e sob diferentes condi¢des nutricionais foi

realizada pela técnica de gQRT-PCR.

Quadro 6 - Caracteristicas dos isolados de Pseudomonas aeruginosa analisados pela gRT-
PCR

Isolado Caracteristicas
22 Presenca dos sistemas CRISPR/Cas tipos I-F e I-E
29 Sistema CRISPR/Cas tipo I-F; presenca de profago no genoma e de

espacador contra 0 mesmo no locus CRISPR

42 Sistema CRISPR/Cas tipo I-F; presenca de gene anti-CRISPR; presenca

de profago no genoma e de espacador contra o mesmo no locus CRISPR
66 Sistema CRISPR/Cas tipo I-F

81 Sistema CRISPR/Cas tipo I-E

Fonte: A autora.

Os protocolos de extracdo de RNA e sintese de cDNA foram realizados de acordo com a
metodologia previamente descrita, no entanto, foram obtidas amostras de RNA de trés tempos
diferentes (T1= 9 horas; T2= 16 horas; T3= 32 horas). A expressdo do sistema CRISPR/Cas
foi analisada pela amplificacdo dos genes casl e cas8f (para o tipo I-F) e casl e cas8e (para o
tipo I-E). Os oligonucleotideos utilizados para as reacdes de amplificacdo estdo descritos no

Quadro 5, e foram desenhados da mesma forma como previamente descrito.
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Quadro 7 - Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de qRT-PCR

Tamanho
Gene Oligonuclectideo Sequéncia nucleotidica (5'a 3") do Referéncia
produto
caslf-F AAGTCGATCCTTCACTCCAAAC Desenhado
casl 123 pb parao
caslf-R GATGTTCCAGTAGTGCGAATG estudo atual
ACAAGCTGGTCAGCGATGTG
csyl-F
Desenhado
cas8f 112pb parao
csyl-R GCACTGTCTTCTGTCAGCCA estudo atual
casle-F TGAACACTACAACCTGCTGG Desenhado
casl 152 pb parao
casle-R GGTACTGTGCAATCAGACTCG estudo atual
csel-F GAGTCTGATTGCACAGTACC Desenhado
127 pb
cas8e para o
GATACTGTGGATGGAACAGC estudo atual
cas8e
TACTTCGAACGACCCTGCTT
rpsl-F Desenhado
rpsL 150 pb para o
psl-R TTTCCTCGTACATCGGTGGT estudo atual

Fonte: A autora.

A quantificacdo da transcricdo foi realizada com 0 GoTag® Green Master Mix (Promega),
no sistema de deteccdo ABI 7500 (Applied Biosystems). Nas reacdes de gRT-PCR para 0s
genes alvo foram utilizados 5ul de GoTag® Green Master Mix (Promega), 1 ul de cada
primer (100 nM), 1 ul de cDNA (150 ng) e agua DEPC para um volume final de 10 pl. Nas
reacdes para o gene enddgeno foram utilizados 5ul de GoTag® Green Master Mix (Promega),
2 Ul de cada primer (100 nM), 2 pl de cDNA (150 ng) e agua DEPC para um volume final de
10 pl.

7.7.1 Parametros analiticos da gPCR

A expressdo relativa dos genes cas foi determinada utilizando o método 2-AACT. Este

método tem por base comparar a expressdo de um gene alvo com a de um controle endégeno,
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normalmente um gene que esta sendo expresso constitutivamente. Como controle endégeno
da reacdo, utilizou-se o gene constitutivo rpsL de P. aeruginosa — codifica proteina
estabilizadora do RNA ribossomal 30S. Dessa forma, o Ct (cycle threshold) é o nimero de
ciclos no qual a curva da gPCR atinge o limiar de deteccdo fluorescente, que ocorre durante a
fase exponencial; o ACt € a diferenca de expressao entre o gene alvo e controle endégeno de
determinada amostra; ¢ o AACt corresponde a diferenca entre o ACt da amostra e o ACt do

controle.

Ao final das reacGes de amplificagdo, os dados obtidos foram utilizados para os
calculos de quantificacdo relativa com o auxilio do programa Excel (Microsoft®) e o valor de
AAC encontrado foi transformado no valor do logaritmo na base 10. Os graficos foram
gerados utilizando o software GraphPad prisma 5 (GraphPad Software). Para analise
estatistica foram aplicados os testes de T-Student e Anova, e o nivel de significancia adotado
foi de p<0,05. As comparac0es realizadas estdo descritas no Quadro 6.

Quadro 8 - Comparagdes nos niveis de expressao dos genes que compdem o sistema
CRISPR/cas tipos I-F e I-E em diferentes condigdes nutricionais

(Continua)
Condicéo 1 Condicéo 2
Sistema I-F em meio LB Versus Sistema I-F em meio M9
Sistema I-E em meio LB versus Sistema I-E em meio M9
Sistema I-F em meio LB versus Sistema I-E em meio LB
Sistema I-F em meio M9 versus Sistema I-E em meio M9
Sistema I-F em meio LB Versus Sistema I-F (com presenca de gene anti-

CRISPR e de espacador contra profago no

genoma) em meio LB

Sistema I-F em meio M9 Versus Sistema I-F (com presenca de gene anti-
CRISPR e de espagador contra profago no

genoma) em meio M9

Sistema I-F em meio LB Versus Sistema I-F (com presenca de espagador

contra profago no genoma) em meio LB




o1

(Continuacéo)

Sistema I-F em meio M9 Versus Sistema I-F (com presenca de espagador

contra profago no genoma) em meio M9

Sistema I-F (com presenca de gene anti- Versus Sistema I-F (com presenca de espagador
CRISPR e de espagador contra profago no contra profago no genoma) em meio LB

genoma) em meio LB

Sistema I-F (com presenca de gene anti- Versus Sistema I-F (com presenca de espagador
CRISPR e de espacgador contra profago no contra profago no genoma) em meio M9
genoma) em meio M9

Fonte: A autora.

Legenda: Meio LB: rico em nutrientes; meio M9: nutrientes reduzidos.
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8 ASPECTOSETICOS

O trabalho ndo apresenta implicacdes éticas considerando que, os resultados ndo serdo
vinculados ao nome dos pacientes, nem o0s hospitais serdo identificados. Os isolados clinicos
foram obtidos de pacientes por demanda espontanea, de hospitais da cidade do Recife. Estéo
estocados na bacterioteca do Departamento de Microbiologia. Todas as amostras clinicas
foram identificadas com numeragéo, sem qualquer referéncia ao paciente ou ao hospital do

qual a bactéria foi isolada.
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9 RESULTADOS

9.1 Extracéo de RNA e remocao de DNA genémico contaminante

O RNA total de todos os 55 isolados de P. aeruginosa foi obtido de forma eficiente
(Figura 10). No entanto, para completa purificagdo do RNA foi necessario adicionar um
segundo tratamento com a enzima DNase I, eliminando desta forma o DNA gendmico
(JDNA) contaminante.

Figura 10 - Gel representativo da extragcdo de RNA total de diferentes isolados clinicos de
Pseudomonas aeruginosa

M 96 99 110 114 115 116 127 129

500pb > Bt

Fonte: A autora.

Legenda: Demonstracdo das bandas 28S e 18S do RNA ribossdmico em diferentes isolados clinicos de P.

aeruginosa; M- Marcador de peso molecular (100pb); gDNA- DNA genémico.

A eficiéncia do segundo tratamento com a DNase | foi constatada através de uma PCR,
utilizando-se os cDNAs teste e os cDNAs controles, nos quais ndo foi adicionada a enzima

Transcriptase Reversa (Figura 11).
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Figura 11 - Gel representativo dos produtos de RT-PCR para o gene casl de diferentes
isolados clinicos de P. aeruginosa

M 96 9C 99 99C 114 114C 115 115C CP CN

500ph >

Fonte: A autora.

Legenda: Amplificacdo do gene casl (565pb) para diferentes isolados clinicos de P. aeruginosa e seus
respectivos controles negativos; M- Marcador de peso molecular (100pb); CP- controle positivo; CN- controle

negativo da reacéo.

9.2 Avaliacao qualitativa da expressao de genes cas dos sistemas CRISPR/Cas tipos I-F

e I-E nos isolados clinicos de P. aeruginosa

Todos os 55 isolados utilizados no estudo foram submetidos a técnica de RT-PCR e 0
resultado da expressao qualitativa dos genes cas dos sistemas CRISPR/Cas tipos I-F e I-E foi
analisado mediante a visualizacdo de bandas especificas para cada gene investigado (Figuras
12 e 13).
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Figura 12 - Geis representativos dos produtos de RT-PCR para 0s genes cas do sistema
CRISPR/Cas tipo I-F

(a) (b)

M 61 105 110 CP CN M 61 105 110 CP CN

Fonte: A autora.

Legenda: (a) gene casl (565pb); (b) gene cas8f (472pb); M- Marcador de peso molecular (100pb); CP- controle
positivo; CN- controle negativo.

Figura 13 - Géis representativos dos produtos de RT-PCR para 0s genes cas do sistema
CRISPR/Cas tipo I-E

(a) (b)

M 40 94 113 CP CN M 40 94 113 CP CN

500pb > 500pb> B

Fonte: A autora

Legenda: (a) gene cas8e (445pb); (b) gene cas7 (321pb); M- Marcador de peso molecular (100pb); CP- controle
positivo; CN- controle negativo.
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Dos 50 isolados que possuem o sistema tipo I-F, 38 (76%) estdo expressando 0s dois
genes investigados. Onze (22%) estdo expressando apenas um dos genes, dentre 0s quais
apenas dois expressam somente 0 gene cas8f e nove expressam apenas o gene casl. O isolado
Pae6 foi o Unico que ndo expressou nenhum dos dois genes estudados (Quadro 7). Todos 0s
isolados que possuem o sistema tipo I-E estdo expressando os dois genes investigados
(Quadro8).

Quadro 9 - Expressdo qualitativa de genes cas do Sistema CRISPR/Cas tipo I-F nos isolados
clinicos de Pseudomonas aeruginosa

(Continua)
ID
Pseudomonas Tipo de Sistema CRISPR/Cas Gene casl Gene cas8f
aeruginosa

6 I-F Negativo Negativo
8 I-F Positivo Positivo
12 I-F Positivo Positivo
14 I-F Positivo Positivo
16 I-F Positivo Positivo
18 I-F Positivo Positivo
21 I-F Positivo Negativo
22 I-F Positivo Positivo
23 I-F Positivo Positivo
24 I-F Negativo Positivo
28 I-F Positivo Positivo
29 I-F Positivo Negativo
30 I-F Positivo Positivo
39 I-F Positivo Positivo
42 I-F Positivo Negativo
45 I-F Positivo Positivo
52 I-F Positivo Positivo
53 I-F Positivo Positivo
55 I-F Positivo Positivo
56 I-F Positivo Positivo
57 I-F Positivo Positivo
61 I-F Positivo Positivo
66 I-F Positivo Positivo
67 I-F Positivo Positivo
68 I-F Positivo Positivo
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(Continuacao)

ID

P;S:ngggss Tipo de Sistema CRISPR/Cas Gene casl Gene csyl
70 I-F Positivo Positivo
74 I-F Negativo Positivo
75 I-F Positivo Positivo
77 I-F Positivo Positivo
80 I-F Positivo Positivo
83 I-F Positivo Positivo
90 I-F Positivo Negativo
91 I-F Positivo Positivo
96 I-F Positivo Positivo
97 I-F Positivo Positivo
99 I-F Positivo Positivo
101 I-F Positivo Negativo
103 I-F Positivo Positivo
105 I-F Positivo Positivo
106 I-F Positivo Negativo
107 I-F Positivo Negativo
108 I-F Positivo Positivo
110 I-F Positivo Positivo
111 I-F Positivo Negativo
113 I-F Positivo Positivo
114 I-F Positivo Positivo
115 I-F Positivo Positivo
116 I-F Positivo Negativo
127 I-F Positivo Positivo
129 I-F Positivo Positivo

Fonte: A autora.

Legenda: Os isolados que possuem a identificagdo em cinza tiveram seus genomas sequenciados; laranja- casl e
csyl negativos; azul- casl positivo e csyl negativo; rosa- casl negativo e cas8f positivo.

Quadro 10 - Expressdo qualitativa de genes cas do sistema CRISPR/Cas tipo I-E nos
isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa

(Continuag&o)

ID . .
Tipo de sistema
Pseudo_monas CRISPR/Cas Gene cas8e Gene cas7
aeruginosa
22 I-E Positivo Positivo
40 I-E Positivo Positivo

78 I-E Positivo Positivo
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(Continuacéo)

81 I-E Positivo Positivo
93 I-E Positivo Positivo
94 I-E Positivo Positivo
113 I-E Positivo Positivo

Fonte: A autora.

Legenda: Os isolados que possuem a identificacdo em cinza tiveram seus genomas sequenciados.

9.3 Andlise dos genomas e selecdo dos isolados para avaliacdo da expressao quantitativa

dos genes cas

Através da analise do sequenciamento dos 13 genomas de P. aeruginosa depositados
no banco de dados (GenBank PRINA514718), foi possivel observar todo o conteddo do
sistema CRISPR/Cas (locus CRISPR, genes cas e espacadores), bem como os bacteriéfagos
presentes nesses genomas, e se possuiam genes anti-CRISPR (acrs). Dentre esses, cinco
isolados representativos dos dois tipos de sistema CRISPR tipo I-F e I-E, foram selecionados

para avaliacdo quantitativa da expressao dos genes cas.

Os isolados 66 e 81 foram selecionados por representar os sistemas CRISPR/Cas tipos
I-F e I-E, respectivamente, e por possuirem o sistema integro, sem caracteristicas adicionais.
O isolado 29 foi investigado por apresentar em seu genoma profagos e espacadores no locus
CRISPR contra 0 mesmo profago. O isolado 42 apresenta no seu genoma gene anti-CRISPR e
profagos e espacadores no locus CRISPR contra o mesmo profago. O isolado 22 apresenta em
seu genoma os dois sistemas CRISPR tipo I-E e tipo I-F (Quadro 9). Genes anti-CRISPR

(acrkl, acrF3, acrF5 e acrF7) foram encontrados em cinco dos treze genomas sequenciados.




Quadro 11 - Caracteristicas dos isolados de Pseudomonas aeruginosa
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Isolado

22

29

42

66

81

Caracteristicas

Presenca dos sistemas CRISPR/Cas tipos I-F e I-E

Presenca do Sistema CRISPR/Cas tipo I-F

Presenca de profago no genoma e de espagador contra 0 mesmo no locus
CRISPR

Presenca do Sistema CRISPR/Cas tipo I-F
Presenca de gene anti-CRISPR

Presenca de profago no genoma e de espagador contra 0 mesmo no locus
CRISPR

Presenca do Sistema CRISPR/Cas tipo I-F

Presenca do Sistema CRISPR/Cas tipo I-E

Profagos
e

anti-CRISPR

MP38, phiCTX,
vB_PaeS_PM105

acrkF7
JBD18, phiCTX,

PMG1,
vB_PaeP_Tr60_A

Fonte: A autora.

9.4 Avaliacao da expressao génica

9.4.1 Validacao do controle endégeno

Os ensaios realizados para verificar se a utilizacdo do gene rpsL como controle

enddgeno seria apropriada para o presente estudo demonstraram que 0 mesmo possui

expressdo uniforme em todas as amostras testadas. Através das curvas de amplificacdo no

gréfico da Figura 14, é possivel observar que o gene rpsL apresentou pouca ou nenhuma

variacdo no Ct, possibilitando a utilizaco desse gene nos ensaios de gRT-PCR.
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Figura 14 - Gréfico de amplificacdo do gene rpsL em ensaio de padronizagdo

Amplification Plot
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Fonte: A autora.

Legenda: Gréafico gerado pelo software SDS v2.0.6 da (Aplied Biosystems) em um ensaio de padronizacdo do
controle enddgeno rpsL. No eixo X encontra-se o ndmero de ciclos da reagdo de PCR, enquanto que no eixo Y é

demonstrado o sinal de fluorescéncia apds uma quantidade de ciclos (ARn).

9.4.2 Expressdo relativa dos genes cas dos sistemas CRISPR/Cas tipo I-F e I-E

A analise da expressdo relativa do sistema CRISPR/Cas tipo I-F entre as duas
condi¢cBes nutricionais revelou que esse sistema é mais expresso sob ricas condicGes
nutricionais (Figura 15). No tempo 1 (9 horas) houve a superexpressdo do gene casl em até
30 vezes no meio LB (isolado Pae22). Também foi possivel observar uma diminuicdo na
expressao desse gene em todos os isolados com o passar do tempo (Figura 15a). O gene cas8f
teve uma diminuicao da expressdo ao longo do tempo apenas para os isolados Pae22 e Pae29.
Nos isolados Pae42 e Pae66 o maior nivel de expressdo foi atingido com 16 horas de

crescimento.
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Figura 15 - Expresséo relativa de genes cas do sistema CRISPR/Cas tipo I-F em meio LB
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Fonte: A autora.

Legenda: Quantificacdo dos niveis de expressdo dos genes casl (a) e cas8f (b) em isolados clinicos de P.
aeruginosa, cultivados em meio LB por 9 horas, 16 horas e 32 horas. A quantificacdo relativa foi realizada

utilizando-se 0 meio M9 como controle (0).

A avaliacdo da expressdo relativa do sistema do tipo I-E foi realizada através da
investigacdo dos alvos casl e csel, porém foi observado que apenas o isolado Pae81 estaria
amplificando o gene casl. Apos repeticdo da reacdo de qRT-PCR e constatacdo da auséncia
de amplificacdo no isolado Pae22, uma analise no genoma do referido isolado foi realizada
afim de identificar possiveis mutacdes nesse gene. Como o isolado Pae22 possui ambos 0s
tipos de sistema em seu genoma (I-F e I-E), foi realizado um alinhamento multiplo da casl do
tipo I-E entre isolados que também possuem ambos os sistemas (Paell3, DK1 e NHmuc,
sendo as duas Ultimas cepas, genomas completos disponiveis no banco de dados do NCBI)
(Figura 16). Foi observado que a proteina Casl do sistema I-E de Pae22 ¢ 193 aminoacidos
menor do que a Casl convencional deste tipo de sistema, possuindo uma grande delecédo
interna em sua sequéncia proteica, e 0s oligonucleotideos desenhados para amplificacdo deste
gene correspondem a regido deletada. Devido a auséncia de amplificacdo via gRT-PCR,

confirma-se também que a delecdo ndo € um produto de falha na montagem do genoma.
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Figura 16 - Alinhamento multiplo da proteina Casl do sistema tipo I-E de P. aeruginosa

DK1
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Pael13
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MVEFVQYGQIDVRDGAFVVIDQTGVRMHI PVGSVACIMLEPGTRVSHAAVHLASTVGTLL
FVQYGQIDVRDGAFVVIDQTGVRMHI PVGSVACIMLEPGTRVSHAAVHLASTVGTLL
FVQYGQIDVRDGAFVVIDQTGVRMHI PVGSVACIMLEPGTRVSHAAVHLASTVGTLL

GEAGVRLYASGQPGGARADRLLYQARLALDDELRLKVVRKMY ELRFAEPAPARRSVEQ
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65
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Fonte: A autora.

LRGIEGARVRETYRLLARQFGVDWRARNYDRRKWDAADVPNRCLSAATSCLYGITEAAVL
LRGIEGARVRETYRLLARQFGVDWRARNYDRRKWDAADVPNRCLSAATSCLYGITEAAVL
LRGIEGARVRETYRLLARQFGVDWRARNYDRRKWDAADVPNRCLSAATSCLYGITEAAVL

AAGYAPAVGFIHTGKPLSFVYDIADLFKFDTVVPVAFRIAAKAPSQPERDVRLACRDIFR
AAGYAPAVGFIHTGKPLSFVYDIADLFKFDTVVPVAFRIAAKAPSQPERDVRLACRDIFR
AAGYAPAVGFIHTGKPLSFVYDIADLFKFDTVVPVAFRIAAKAPSQPERDVRLACRDIFR

SSKLLTRITIPTIEEVLAAGGVEPPSAPPESVPSAIPNPEGIGDLGHRTQ
SSKLLTRITPTIEEVLAAGGVEPPSAPPESVPSATPNPEGIGDLGHRTQ
SSKLLHRIIPTIEEVLAAGGVEPPSAPPESVPEAIPNPEGIGDLGHRTQ
————————————————— AGGVEPPSAPPESVPSATPNPEGIGDLGHRTQ

Dessa forma, a analise da expressdo so pdde ser realizada através do gene cas8e, que

assim como o tipo I-F, demonstrou uma maior expressdo também em meio LB (Figura 17). A

expressdo do isolado Pae22 diminuiu com o passar do tempo, enquanto que o isolado Pae81

apresentou maiores niveis de expressdao com 16 horas de crescimento, sendo expresso 63

vezes mais no meio LB do que no meio M.
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Figura 17 - Expresséo relativa do gene cas8e do sistema CRISPR/Cas tipo I-E em meio LB
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Fonte: A autora.

Legenda: Quantificacdo dos niveis de expressdo do gene cas8e em isolados clinicos de P. aeruginosa, cultivados
em meio LB por 9 horas, 16 horas e 32 horas. A quantificacio relativa foi realizada utilizando-se 0 meio M9

como controle (0).

A comparacdo dos niveis de expressdo entre os sistemas CRISPR/Cas tipos I-F e I-E
nos diferentes meios de cultivo, foi realizada pela avaliagcdo nos niveis de expressao do gene
casl dos respectivos tipos de sistema, utilizando-se o isolado Pae66, visto que esse gene
possui a mesma funcdo em ambos os sistemas CRISPR. A andlise revelou que no meio LB o
sistema tipo I-F é menos expresso do que o sistema tipo I-E (Figura 18). No meio M9, houve
um aumento no nivel de expressdo do sistema tipo I-F com 16 horas e 32 horas, no qual o

sistema foi 5 e 4 vezes, respectivamente, mais expresso do que o sistema tipo I-E.
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Figura 18 - Expresséo relativa do gene casl do sistema CRISPR/Cas tipo I-F sob diferentes
condicdes nutricionais
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Fonte: A autora.

Legenda: Quantificacdo dos niveis de expressdo do gene casl do sistema CRISPR/Cas tipo I-F, em isolados
clinicos de P. aeruginosa, cultivados sob condi¢es nutricionais diferentes por 9 horas, 16 horas e 32 horas. A
quantificacdo relativa foi realizada utilizando-se o sistema CRISPR/Cas tipo I-E como controle (0).

A analise comparativa entre os niveis de expressdo de um isolado comportando um
sistema CRISPR/Cas do tipo I-F integro e um isolado que apresenta um gene anti-CRISPR
revelou, como demonstrado na Figura 19, que nas duas condi¢Bes nutricionais o isolado
Pae42 que possui 0 gene anti-CRISPR apresentou menores niveis de expressdo de ambos 0s

genes investigados.
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Figura 19 - Expresséo relativa dos genes casl e cas8f no isolado Pae42 sob diferentes
condicdes nutricionais
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Fonte: A autora.

Legenda: Quantificacdo dos niveis de expressao dos genes casl (a) e cas8f (b) no isolado clinico Pae42 (possui
gene anti-CRISPR), quando comparado ao isolado Pae66 (apresenta um sistema CRISPR/Cas integro),
cultivados sob condicbes nutricionais diferentes por 9 horas, 16 horas e 32 horas. A quantificacdo relativa foi

realizada utilizando-se o isolado Pae66 como controle (0).

A analise comparativa entre o isolado Pae29 (que apresenta em Seu genoma um
profago e um espacador alvo em seu locus CRISPR) e o isolado Pae66 revelou que em ambas
as condicBes nutricionais e em todos os tempos investigados, o isolado Pae29 apresentou
menor nivel de expressdo em relacdo ao isolado Pae66, como é possivel observar na Figura
20.
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Figura 20 - Expresséo relativa dos genes casl e cas8f no isolado Pae29 sob diferentes
condicdes nutricionais
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Fonte: A autora.

Legenda: Quantificacdo dos niveis de expressao dos genes casl (a) e csyl (b) no isolado clinico Pae29 (possui
um profago em seu genoma e espacador alvo em seu locus CRISPR), quando comparado ao isolado Pae66
(apresenta um sistema CRISPR/Cas integro), cultivados sob condi¢des nutricionais diferentes por 9 horas, 16

horas e 32 horas. A quantificagdo relativa foi realizada utilizando-se o isolado Pae66 como controle (0).

Quando comparados os niveis de expressdo relativa dos isolados Pae42 e Pae29, foi
possivel observar, como demonstrado na Figura 21, que o isolado Pae42 apresentou um
menor nivel de expressdo para os dois genes investigados, nos trés tempos, quando

comparado com o isolado que Pae29.
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Figura 21 - Expressdo relativa dos genes casl e cas8f no isolado Pae42 quando comparado ao isolado Pae29,
sob diferentes condi¢@es nutricionais.
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Fonte: A autora.

Legenda: Quantificacdo dos niveis de expressao dos genes casl (a) e csyl (b) no isolado clinico Pae42 (possui
gene anti-CRISPR), quando comparado ao isolado Pae29 (possui um profago em seu genoma e espacador alvo
em seu locus CRISPR), cultivados sob condi¢es nutricionais diferentes por 9 horas, 16 horas e 32 horas. O

isolado Pae29 foi utilizado como controle (0) para a quantificacdo relativa.
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10 DISCUSSAO

Diante do risco de infecgdes por fagos, os microrganismos desenvolvem diferentes
estratégias de defesa para sobreviverem. Porém, acredita-se que o custo energético para
manutencdo de tais sistemas seja dispendioso, e portanto, seja necessario um controle refinado
sobre a sua regulacdo, visto que ndo podem ser mantidos simultaneamente com outras
atividades exigentes (MORET; SCHMID-HEMPEL, 2000; WESTRA et al., 2012). Embora
existam varios estudos descrevendo 0s mecanismos moleculares envolvidos no
funcionamento do sistema CRISPR/Cas, detalhes a respeito da regulacdo da transcrigdo desse

sistema permanecem ndo elucidados (YOUNG et al., 2012).

O sistema CRISPR/Cas em Escherichia coli K12 é regulado estritamente pela
transcricdo do promotor pcas. Apesar de complexa, a regulacdo negativa e positiva do sistema
pelas proteinas H-NS (proteina estruturadora de nucledides do tipo histona) e LeO (regulador
transcricional do tipo LysR), respectivamente, ja estdo bem descritas (WESTRA et al., 2012).
A expressdo de genes cas do sistema tipo I-E em Thermus thermophilus é regulada por uma
proteina receptora de AMP ciclico (CRP) e ¢ induzida apenas apoés a infeccdo (AGARI et al.,
2010). Em P. aeruginosa, até o0 momento pouco se conhece sobre as vias de regulacdo do
sistema CRISPR/Cas.

No presente estudo, a frequéncia de isolados clinicos de P. aeruginosa expressando
genes associados ao CRISPR foi bastante elevada, demonstrando que esses sistemas sejam
constitutivamente expressos, fato que parece estar relacionado a necessidade de uma rapida
resposta a infeccdo, dada velocidade em que o virus pode assumir o controle maquinario do
hospedeiro (YOUNG et al., 2012).

De acordo com Yosef et al. (2012), as proteinas Casl e Cas2 sdo 0s elementos chave
para a fase de adaptacdo do sistema CRISPR/Cas; elas atuam na integracdo de espacadores
mesmo na auséncia de todas as outras proteinas Cas, mas sdo dispensaveis para a etapa de
interferéncia (YOSEF et al., 2012). Dentre os isolados clinicos estudados comportando o
sistema tipo I-F, apenas dois ndo expressaram 0 gene casl, o que sugere que estes isolados
ndo estejam incorporando novos espacadores ao locus CRISPR e dessa forma, ndo consigam
utilizar essa maquinaria para protecdo contra novas infeccoes. Nove dos isolados que possuem

0 sistema do tipo I-F ndo expressaram o gene cas8f. Segundo Young et al. (2012), algumas
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proteinas Cas sdo expressas constitutivamente, enquanto outras sdo ativadas apenas apos a

infeccao.

Nos sistemas tipos I-F e I-E, o processamento dos crRNA € realizado por um
complexo efetor ribonucleoproteico, também chamado de cascade, o qual vai atuar no
processamento do pré-crRNA, e reconhecimento do alvo (HAURWITZ et al., 2010). Uma
complexa estrutura formada pelas proteinas Cas5, Cas7 e Cas8 acomoda o pré-crRNA e
interage com a proteina Cas6, uma endoribonuclease independente de metal, que é a
responsavel pela clivagem do pré-crRNA (KOONIN; MAKAROVA; ZHANG, 2017;
PRZYBILSKI et al., 2011).

A expressdo dos genes cas8e e cas7 em todos os isolados comportando o sistema do
tipo I-E, sugerem que esse sistema esteja funcional, pois estariam produzindo crRNA mesmo
sob baixo risco de infecgdo. Apesar do alto custo energético para a manutencdo do sistema
CRISPR/Cas, algumas condi¢Ges como limitacdo de nutrientes, acimulo de produtos toxicos
e presenca de fatores estressantes (como mudanca de PH e temperatura), podem contribuir
para a sintese de proteinas que estdo envolvidas na sobrevivéncia celular (JAISHANKAR,;
SRIVASTAVA, 2017).

A dindmica de proliferacdo dos bacteriofagos € comumente explicada através do
modelo Kill-the-Winner (KtW) de infeccdo viral, o qual indica que a lisogenia € mais
frequente com baixa densidade do hospedeiro, e que portanto, o risco de infeccdo se eleva
com o aumento da densidade das células bacterianas (KNOWLES et al., 2016). Partindo da
hipdtese de que o risco de infec¢do seria maior sob ricas condi¢des nutricionais, e que esse
risco possa ser o mecanismo geral que determina qual o tipo de defesa é utilizada pelos
hospedeiros bacterianos, Westra et al. (2015) utilizaram a cepa UCBPP-PA14 de P.
aeruginosa como modelo de estudo para avaliagdo do mecanismo imune CRISPR/Cas sob

diferentes condic6es nutricionais.

Diferentemente do observado por Westra et al. (2015), no presente estudo foi
verificado maiores niveis de expressdo dos genes cas sob ricas condi¢cdes nutricionais em
todos os isolados clinicos de P. aeruginosa. Apesar dos testes estatisticos ndo terem
demonstrado diferenga significativa nos niveis de expressdo entre as duas condigdes
nutricionais avaliadas, para o sistema tipo I-F foi observado um aumento da expressédo 30
vezes maior no meio rico em nutrientes (LB). Esse resultado sugere que os isolados clinicos

utilizam o sistema de forma constitutiva preferencialmente quando ha maior disponibilidade
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de nutrientes. Porém sdo necessarios mais estudos para avaliar se esses isolados mantém o

padréo de expressdo sob maior risco de infecgéo.

Os resultados obtidos acerca da expressdo quantitativa do sistema tipo 1-E sugerem
uma possivel inatividade desse sistema no isolado Pae22 devido a producdo de uma proteina
Casl incompleta. A expresséo relativa do gene casl nesse isolado ndo pode ser realizada
porque a sequéncia nucleotidica do primer utilizado na andlise é referente a sequéncia génica
que esta ausente no mesmo. Analises posteriores serdo realizadas para avaliar se o sitio ativo
da proteina foi mantido. O desenho de um novo primer e repeticdo dos experimentos sdo

necessarios para confirmacdo da inatividade desse sistema.

Os genes anti-CRISPR representam um importante sistema de neutralizacdo das
defesas bacterianas anti-fagicas. Em genomas nos quais ha a presenca de tais genes, o sistema
de defesa CRISPR/Cas é inativado, possibilitando a infecgdo por fagos, mesmo na presenca
de espacgadores alvo (BONDY-DENOMY et al., 2013; PAWLUK; BONDY-DENOMY;
CHEUNG, 2014). O isolado Pae29 foi o Unico a apresentar um profago incorporado ao seu
genoma e um espacador alvo no locus CRISPR contra 0 mesmo, na auséncia de genes anti-
CRISPR, sugerindo que o sistema esteja exercendo uma outra funcéo, que ndo de imunidade
para esse isolado. A andlise da expressdo relativa demonstrou que o isolado Pae42, assim
como o Pae29 estdo constitutivamente expressando o sistema CRISPR/Cas, porém como

esperado, em niveis inferiores ao isolado que contém o sistema integro.

A avaliacdo da expressdo quantitativa ao longo do tempo, demonstrou que 0s niveis
de expressdo do gene casl no isolado Pae42 diminuiu com o decorrer do tempo para as duas
condicBes avaliadas. Esse dado sugere que um controle regulatério poderia estar sendo
ativado nesse isolado no inicio da fase estacionaria. E possivel que a presenca do gene anti-
CRISPR possa estar envolvida nesse processo, exercendo algum efeito inibitério sobre o
sistema. Mais ensaios avaliando ndo sO a expressdo do sistema, mas também do gene anti-

CRISPR, seriam necessarios para compreender essa dinamica regulatéria no referido isolado.

O presente estudo teve por objetivo buscar uma melhor compreensdo acerca da
expressdo do sistema imune CRISPR/Cas em isolados clinicos de P. aeruginosa e
compreender a funcdo desse sistema em isolados cujas caracteristicas apontavam para uma
possivel inatividade do mecanismo imune. Os resultados obtidos mostram a necessidade de
mais estudos funcionais utilizando isolados clinicos, visto que 0s mesmos, demonstram

possuir mecanismos divergentes dos utilizados pela cepa controle UCBPP-PA14. Esses dados
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apresentam possiveis caminhos a serem seguidos para a elucidacdo do mecanismo funcional

utilizado por essa espécie bacteriana na defesa contra infec¢des fagicas.
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11 CONCLUSOES

a) Genes associados ao CRISPR sdo expressos constitutivamente em isolados clinicos
brasileiros de P. aeruginosa;

b) Nos isolados clinicos estudados, o sistema CRISPR/Cas demonstrou ser ativo
preferencialmente sob ricas condi¢Bes nutricionais, contrapondo os achados da
literatura;

c) A presenca do gene casl mutado em um isolado comportando os dois tipos de sistema
sugere inatividade na etapa de adaptacdo do sistema tipo I-E;

d) A analise da expressdo relativa em um isolado comportando genes anti-CRISPR
sugere a existéncia de um mecanismo regulatorio que controle a expressdo de tais
genes, e dessa forma, a possivel inativacdo do sistema;

e) A expressdo do sistema em um isolado contendo espacador alvo contra um profago em
seu genoma sugere uma diferente atuacdo desse sistema, ndo apenas na imunidade,
para 0 sistema CRISPR/Cas. Uma possivel hipoOtese seria a utilizacdo do sistema

também para regulacdo da expresséo de produtos proteicos virais.
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