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RESUMO

O CRISPR/Cas é um sistema que confere defesa adaptativa a procariotos contra
elementos genéticos moveis. Em contrapartida, os fagos codificam proteinas anti-
CRISPR, capazes de bloquear a acdo desse sistema. Dentre as principais bactérias
de importancia clinica, Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram-negativo
associado a infeccdes hospitalares e a resisténcia a mudltiplas classes de
antimicrobianos. Estudos prévios permitiram a identificacdo do sistema CRISPR/Cas
do tipo I-F e I-E em isolados clinicos de P. aeruginosa, e o sequenciamento destes
genomas permitiu a identificacdo de profagos, genes anti-CRISPR, espacadores
derivados de fagos e plasmideos e de um gene bacteriano hemN. O mecanismo de
acdo destes genes relacionados ao sistema CRISPR/Cas ainda necessita de
elucidacoes. Diante disto, o atual estudo teve por objetivo avaliar a expressao destes
genes relacionados ao CRISPR/Cas em quatro isolados clinicos de P. aeruginosa
positivos para o sistema tipo-F, sob diferentes condi¢cdes nutricionais, através das
técnicas de RT-PCR e gRT-PCR. Constatou-se no isolado Pae28 que os genes anti-
CRISPR aclrEl, acrlF3, acrlF5 sdo mais expressos em condicbes nutricionais
limitadas, enquanto no isolado Pae42 os niveis de expressédo de acrlF7 sdo mais altos
em condigdes ricas em nutrientes. A expressao de genes do fago phiCTX foi
evidenciada em Pae28 e Pae42, que possuem espacador contra este mesmo fago.
Todos os isolados estudados apresentaram algum nivel de expressao para 0 gene
hemN, apesar da presenca de um espacador derivado desse gene dentro do locus
CRISPR nos isolados Pae29 e Pae42. Embora estudos tenham mostrado uma funcéo
de regulador da expressdo génica, nossos resultados sugerem que o sistema
CRISPR/Cas pode promover a inducdo de profagos em P. aeruginosa, como
consequéncia de sua fungéo primaria, clivando material genético alvo.

Palavras-chave: Profagos; anti-CRISPR; espacadores; expressao génica.
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ABSTRACT

CRISPR/Cas is a system that provides adaptive defense to prokaryotes against mobile
genetic elements. In contrast, phages encode proteins known as anti-CRISPR,
capable of blocking the action of this system. Among the leading bacteria of clinical
concern, Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative bacillus associated with
hospital infections and multi-class antimicrobial resistance. Previous studies allowed
the identification of CRISPR/Cas system types I-F and I-E in P. aeruginosa obtained
from public hospitals in the city of Recife-PE, and the genome sequencing of these
isolates allowed recognizing this system’s structure, presence of prophages, anti-
CRISPR genes and spacers derived from phages and plasmids, as well as a spacer
with a similar sequence to the bacterial gene hemN. The action mechanisms of these
genes related to CRISPR/Cas are still in need of clarification. In this scenario, the
current study aimed to evaluate the expression of genes associated with CRISPR/Cas
system in four clinical isolates of P. aeruginosa, under different nutritional conditions,
through RT-PCR and gRT-PCR. It was found in Pae28 that genes acrlE1, acrlF3,
acrlF5 are overexpressed under limited nutritional conditions. In Pae42, expression
levels of acrlF7 are higher in nutrient-rich conditions. The expression of genes
encoding phiCTX’s capsid protein and phage tail assembly protein, was found in
Pae28 and Pae42, while there was no amplification in Pae70. All isolates studied
showed some expression levels for the hemN gene, despite the presence of a spacer
derived from this gene within the CRISPR locus of isolates Pae29 and Pae42. Although
studies have shown a regulatory function of gene expression, our results suggest that
the CRISPR/Cas system can promote prophages induction in P. aeruginosa, as a
conseqguence of its primary function, by cleaving target genetic material.

Keywords: Prophages; anti-CRISPR; spacers; gene expression.
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1 INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa € uma das espécies de maior importancia clinica
de seu género, e consiste em bacilos Gram-negativos nao fermentadores,
estritamente aerdbios, oxidase positivos, ndo esporulados e flagelados. Esse
microrganismo € um patdégeno oportunista altamente versatil, sendo encontrado em
ambientes bidticos e abidticos como solo, plantas e animais. O extenso repertorio
genético de P. aeruginosa, que inclui um genoma acessorio com uma variedade de

elementos genéticos moveis, contribui para 0 seu sucesso como patégeno.

InfecgBes por P. aeruginosa, em geral, séo de dificil tratamento devido a sua
resisténcia intrinseca a determinados medicamentos antimicrobianos, sua capacidade
de adquirir novos mecanismos de resisténcia, e sua consideravel habilidade na
formacdo de biofiilmes. O surgimento cada vez mais frequente de isolados
multirresistentes também é potencializado pelo uso indiscriminado de
antimicrobianos, sendo de suma importancia a pesquisa e desenvolvimento de novos
antimicrobianos e outras alternativas terapéuticas, como a fagoterapia. Para garantir
a especificidade e seguranca do tratamento com bacteriofagos € necessario

compreender melhor como as bactérias e fagos interagem entre si.

Um mecanismo de defesa adaptativa usado por procariotos contra elementos
genéticos moéveis (MGES), tais como fagos e transposons, denominadodo sistema
CRISPR/Cas é composto por dois elementos principais: o locus CRISPR (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), formado por sequéncias de DNA
repetitivo, chamadas de Repeticdbes Diretas (DR), separadas por sequéncias
variaveis, chamadas de espacadores; e as proteinas CRISPR-associated (Cas),
componentes da maquinaria efetora desse sistema, atuando como nucleases,

integrases e proteinas ligantes de DNA.

O mecanismo de acdo deste sistema apresenta, em geral, trés etapas: a
adaptacao, onde novos espacadores sao adquiridos a partir de fragmentos de MGEs;
a expressao e processamento do locus CRISPR para formar moléculas de RNA
CRISPR (crRNA); e a interferéncia, onde o crRNA atua como um guia para que a
maquinaria efetora reconheca e clive o material invasor. Além da imunidade, funcdes
alternativas também foram reconhecidas, como a regulacéo génica e a modulacédo de

fatores de viruléncia.
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A ocorréncia, composicao génica, sequéncias, niumero e tamanho deste
sistema e seus elementos € altamente variavel. Em P. aeruginosa, ja foi identificada
a presenca de sistemas CRISPR/Cas do tipo I, e mais recentemente o tipo IV, sendo
os subtipos I-F e I-E os mais frequentes e os subtipos I-C e IV-A mais raros. Também
existe a descricdo de cepas que possuem mais de um tipo de sistema
simultaneamente. Estudos anteriores realizados pelo presente grupo de pesquisa
permitiram o reconhecimento de isolados positivos para os sistemas tipo I-F e I-E nos
isolados de Pernambuco/Brasil.

O sistema CRISPR/Cas impde uma pressao seletiva sobre fagos, de modo
que é possivel identificar genes capazes de codificar proteinas que inativam esse
sistema, sendo chamadas de proteinas anti-CRISPR (Acr). A estrutura e mecanismo
de acdo das Acr é variavel, porém a interacdo com as proteinas que participam da
etapa de interferéncia do sistema é a mais frequentemente descrita na literatura. Mais
de 80 familias de proteinas totalmente distintas j& foram associadas com a
neutralizacdo do sistema, porém a expressao e regulacdo de genes acr ainda sao

guestdes pouco exploradas.

Diante do cenéario apresentado, este trabalho propde-se investigar a
expressdo de genes relacionados ao sistema CRISPR/Cas, a fim de ampliar o
conhecimento sobre a relacdo entre isolados de P. aeruginosa circulantes no
ambiente hospitalar e os fagos lisogénicos, além de buscar esclarecer o impacto da
presenca de espacadores contra sequéncias presentes no proprio genoma
bacteriano.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas € composto por bacilos Gram-negativos nao
fermentadores, estritamente aerdbios, oxidase positivos, ndo esporulados e
flagelados, pertencentes a familia Pseudomonadaceae (MOORE al., 2006). As
espécies desse género possuem grande versatilidade metabdlica, sendo capazes de
colonizar ambientes bibticos e abidticos como solo, plantas e animais (JUN et al.,
2016).

A espécie Pseudomonas aeruginosa € a de maior importancia clinica do seu
género, e pode ser diferenciada das demais espécies desse género, principalmente,
pela sua capacidade de crescimento a 42°C (WU et al., 2014). Esse patégeno pode
provocar infec¢cdes em plantas e animais, incluindo humanos, e € uma das principais
causadoras de infeccOes hospitalares (BALASUBRAMANIAN et al.,, 2013;
MORADALI; GHODS; REHM, 2017). As doencas causadas por P. aeruginosa incluem
pneumonias, infeccdes do trato urinario, dermatites, bacteremias e diversos outros
quadros infecciosos, além de ser um fator predominante de alta morbidade e
mortalidade em pacientes com fibrose cistica ou imunocomprometidos (AZAM; KHAN,
2019; PARKINS; SOMAYAJI; WATERS, 2018).

O sucesso de P. aeruginosa como um patdégeno esta baseado em seu amplo
repertério genético. Os genomas ja sequenciados até o momento evidenciam um
extenso genoma, de cinco a sete mega pares de bases (Mpb), bem maior que o0s
genomas de outras espécies de importancia clinica como Escherichia coli
(aproximadamente cinco Mpb) e Staphylococcus aureus (aproximadamente trés Mpb)
(AZAM; KHAN, 2019). O genoma completo de P. aeruginosa consiste em um conjunto
conservado de pelo menos 4.000 genes, e um genoma acessorio de mais de 10.000
genes, com uma diversidade alta de elementos genéticos moveis (MGESs), incluindo
plasmideos, fagos, transposons, entre outros (KLOCKGETHER et al., 2011).

As infecc¢des por P. aeruginosa podem ser agudas ou crénicas e essa variacao
ocorre mediante ao estilo de vida adotado pela bactéria, podendo este ser planctdnico
ou seéssil (KHAN et al., 2020). Células planctbnicas sdo mais citotoxicas e provocam
uma reacao inflamatéria aguda no hospedeiro, enquanto a formacao de biofilme

desempenha um importante papel em processos infecciosos persistentes
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(VALENTINI et al.,, 2018). O termo biofilme é utilizado para nomear a estrutura
tridimensional formada por uma comunidade microbiana envolta em uma matriz
extracelular e fixada a uma superficie (LEE; YOON, 2017).

P. aeruginosa é o principal modelo para o estudo da formacéo de biofilme em
bactérias Gram-negativas (SHARMA et al., 2014). A formacado dessas estruturas
favorece a sobrevivéncia do patdgeno durante infeccdes, providenciando mecanismos
de resisténcia a antibidticos, bacteriéfagos, desinfetantes e ao sistema imune do
hospedeiro (SKARIYACHAN et al., 2018). O desenvolvimento de biofilmes envolve

etapas ciclicas de adesdo, maturacao e dispersédo, como descrito na Figura 1.

Figura 1 - Esquema representativo de formacao de biofilme e disperséo.
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Fonte: Adaptado de Rumbaugh e Sauer, 2020.

Legenda: A formacdo de biofilmes é um processo ciclico que ocorre de maneira especifica e
progressiva em cinco etapas. Durante o evento inicial no desenvolvimento do biofilme, as células
planctbnicas se ligam ao substrato (etapa 1); as células produzem matriz extracelular e formam
aglomerados com todas as células em contato com o substrato (etapa 2); os aglomerados celulares
amadurecem e formam varias camadas envoltas por matriz extracelular (etapa 3); biofilmes totalmente
maduros em microcolfnias que atingiram a maxima espessura (etapa 4); o ciclo se completa quando
células sesséis convertem-se em o modo planctdnico de crescimento e escapam ativamente do biofilme
(etapa 5).

2.2.1 Resisténcia antimicrobiana
Um importante aspecto de P. aeruginosa € a sua resisténcia intrinseca a

algumas classes de antimicrobianos e a sua habilidade de adquirir novos genes de

resisténcia (Figura 2), resultando no aparecimento de cepas resistentes a multiplas
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drogas (MIYOSHI-AKIYAMA et al., 2017). Os mecanismos intrinsecos de resisténcia
em P. aeruginosa incluem a baixa permeabilidade de membrana, a expressao de
bombas de efluxo e a sintese de enzimas capazes de inativar antibioticos através de
alteracdes bioquimicas ou hidrélise, como é o caso das beta-lactamases (AZAM,;
KHAN, 2019).

Figura 2 - Mecanismos de resisténcia antimicrobiana em Pseudomonas aeruginosa.
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Modificacdio
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proteica
‘®e
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Parede Celular . . ‘

Redugdio da Permeabilidade de Membrana
Fonte: Adaptado de Chuli, 2018
Legenda: A concentracdo do farmaco dentro da célula pode ser reduzida pela diminuicdo da
permeabilidade da membrana e/ou pelo aumento do efluxo. Enzimas secretadas, como beta-
lactamases, podem degradar antimicrobianos antes que eles cumpram sua fungéo. Os principais alvos,
que incluem as vias de sintese de DNA, RNA e proteinas, podem ser modificados para evitar a ligagéo
do farmaco ou reduzir a afinidade do alvo pelas moléculas téxicas.

As bactérias podem desenvolver resisténcia através de mutacbes em seu
genoma ou por aquisicdo de genes via transferéncia horizontal. As mutagées podem
modificar o sitio-alvo de antimicrobianos, inviabilizando sua a¢éo, como é o caso das
enzimas DNA girase (gyrA-gyrB) e topoisomerase IV (parC-parE) que sdo os alvos
terapéuticos das fluoroquinolonas. A transferéncia horizontal de genes pode ocorrer
através de transducéo, transformacao ou por conjugacao e a aquisicdo de genes de
resisténcia a betalactamicos e aminoglicosideos ja foi reportada em P. aeruginosa
(AZAM; KHAN, 2019; PANG et al., 2019).

Em 2017, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou que P.
aeruginosa resistente a carbapenémicos esta entre as trés especies prioritarias para
o estudo de novos antimicrobianos, caracterizando um grande desafio de saude
publica (PANG et al., 2019). Este microrganismo também compde outras listas de

patdogenos importantes, como mostra a Figura 3. Fatores como 0 uso extensivo e
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indiscriminado de antimicrobianos em humanos, animais, agricultura e no setor
alimenticio tem provocado uma forte presséo seletiva para o aparecimento de cada
vez mais bactérias multirresistentes (BRINKAC et al., 2017; MCEWEN; COLLIGNON,
2018).

Figura 3 - Lista de patdgenos de importancia clinica que incluem Pseudomonas

aeruginosa.
Patégenos prioritarios pela OMS para pesquisa e
desenvolvimento de novos antibiéticos em 2017:
Organismos que possuem o gene para beta- Prioridade CRITICA - 1-Acinetobacter baumannii
lactamase (ampC) cromossomal e indutivel. resistente a carbapenémicos, 2-Pseudomonas
Serratia spp, Pseudomonas spp, Proteus spp aeruginosa resistente a carbapenémicos, 3-
indol +, Acinetobacter spp, Enterobacter Enterobacteriaceae resistente a
cloacae/Escherichia coli, Klebsiella carbapenémicos/produtora de ESBL
Pseudomonas
aeruginosa
Microrganismos considerados ameaca
Organismos que possuem o gene para beta- de nivel perigoso pelo CDC (2013):
lactamase (ampC) cromossomal e indutivel. Pseudomonas aeruginosa resistente a
Serratia spp, Pseudomonas spp, Proteus spp multiplas drogas
indol +, Citrobacter spp, Enterobacter ESKAPE

cloacae/Escherichia coli.

Pat6genos lideres em infecgdes
nosocomiais no mundo. Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacter cloacae

Fonte: Adaptado de Azam e Khan, 2019.
Legenda: ESBL = B-lactamases de espectro estendido; CDC
Prevention.

= Centers for Disease Control and

2.1.2 Alternativas terapéuticas

As terapias com antimicrobianos séo a principal forma de tratamento contra
P. aeruginosa na pratica clinica. O tratamento de infec¢fes utilizando colistina e
polimixina B, drogas consideravelmente toxicas, tem sido cada vez mais frequente,
devido a ascensdo de cepas multirresistentes. Uma outra estratégia usada € a
associagao de antimicrobianos com inibidores de beta-lactamases, como é o caso do
tratamento com ceftazidima-avibactam e ceftolozana-tazobactam. Além dos anélogos
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de classes de antimicrobianos bem conhecidas, drogas direcionadas a novos alvos
terapéuticos também estio sendo investigadas (TUMMLER, 2019).

Por outro lado, o desenvolvimento de novos antimicrobianos ndo tem sido
suficiente para combater os problemas impostos pela resisténcia microbiana. Diante
disso, comités politicos e iniciativas globais vém abordando o tema, e promovendo
acOes de incentivo ao desenvolvimento de novos tratamentos (THEURETZBACHER
et al., 2019).

Segundo o Preclinical Antibacterial Pipeline e o Clinical Antibacterial Pipeline
de 2020, publicados pela OMS, entre as terapias antimicrobianas em
desenvolvimento, hd uma forte tendéncia para abordagens néo tradicionais, que
incluem imunomodulacdo, vacinas, modificacdes da microbiota, bacteriéfagos e
enzimas derivadas de fagos (WHO, 2020). Terapias utilizando fagos sédo especificas
para cada espécie e P. aeruginosa é o principal alvo dos projetos de pesquisas
vigentes que investigam essa alternativa terapéutica (THEURETZBACHER et al.,
2020).

2.2 BACTERIOFAGOS E A FAGOTERAPIA

Os bacteriofagos, também chamados de fagos, sdo parasitas intracelulares
obrigatérios que infectam especificamente bactérias, reconhecidos como os agentes
bioldgicos mais abundantes no planeta (DIAZ-MUNOZ; KOSKELLA, 2014). Os fagos
caracterizados até o momento apresentam uma morfologia e composicao de acidos
nucleicos variada, mas sua grande maioria € composta de DNA de dupla fita (ASDNA)
envolto por um capsideo proteico com cauda, pertencentes a ordem Caudovirales
(ACKERMANN, 2007; SALMOND; FINERAN, 2015).

Os fagos sao denominados liticos ou temperados de acordo com o ciclo de
replicacdo utilizado apdés a insercdo do seu material genético em uma célula
hospedeira (OLSZAK et al., 2017). Fagos liticos utilizam a maquinaria celular para
sintetizar proteinas e replicar seu DNA ou RNA, gerando novas particulas virais. Apos
a formacédo de varios virions, a célula é lisada através da producdo de lisozimas,
liberando estes fagos para entdo infectar novas células (AKSYUK; ROSSMANN,
2011).

Ja os fagos temperados séo capazes de alternar entre o ciclo litico e o ciclo

lisogénico, onde integram seu material genético ao genoma bacteriano e podem ser
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transmitidos as células-filhas durante a reproducao bacteriana. O material genético do
fago temperado integrado ao genoma bacteriano é chamado de profago (DIAZ-
MUNOZ; KOSKELLA, 2014; ORLOVA, 2012). Em geral, o ciclo lisogénico é mantido
pela repressdo de genes liticos de fagos até que condi¢cdes de estresse induzem a
retomada do ciclo litico (FEINER et al., 2015).

Alguns estudos descreveram que em condicdes ambientais desfavoraveis, 0s
fagos podem apresentar um terceiro tipo de ciclo, chamado de pseudolisogenia.
Nesse estado, ao entrar na célula hospedeira, o material genético do fago permanece
inativo na forma de epissoma circular, semelhante a um plasmidio, e se distribui
assimetricamente durante a divisdo celular bacteriana, resultando em linhagens
celulares infectadas e néao infectadas (CENENS et al., 2013; OLSZAK et al., 2017; DE
SMET et al., 2017).

Devido ao potencial bactericida dos fagos liticos, e com o aumento da
incidéncia de isolados bacterianos multirresistentes a antibiéticos, a utilizacdo desses
fagos como alternativa terapéutica tem sido profundamente estudada (LIN;
KOSKELLA; LIN, 2017; PATIL et al., 2020). Esses fagos sao dotados de alta
especificidade de hospedeiro, podem aumentar em numero ao longo do tratamento,
tendem a perturbar muito menos a microbiota do paciente e parecem ser capazes de
interromper a formacéo e desenvolvimento de biofilmes (LOC-CARRILLO; ABEDON,
2011).

No entanto, a infeccdo por fagos pode ser favoravel ao hospedeiro em casos
de lisogenia, ja que profagos e seus hospedeiros bacterianos tém interesses
evolutivos parcialmente alinhados, uma vez que a proliferacdo do hospedeiro resulta
em aumento da populagéo viral (COSTA; MONTEIRO; AZEREDO, 2018). Os profagos
podem promover protecdo contra outros fagos, aumentar a tolerancia a antibiéticos,
permitir a aquisicdo de novos fatores de viruléncia, além de contribuir para a evolucéo
bacteriana através de transferéncia horizontal de genes (OLSZAK et al., 2017; PATIL
et al., 2020; TOUCHON; BERNHEIM; ROCHA, 2016).

2.2.1 Mecanismos de protecao bacterianos
A infeccdo por fagos além de ser capaz de induzir a morte de seus

hospedeiros bacterianos, também exige muitos recursos dos mesmos (DIAZ-MUNOZ;

KOSKELLA, 2014). Em resposta, as bactérias desenvolveram uma variedade de
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estratégias de defesa contra fagos que impedem a infec¢cdo em varios estagios, desde
a prevencao da adsorcédo e degradacdo do material genético exdgeno até a morte
programada, conhecida como infeccéo abortiva (Figura 4) (BENLER; KOONIN, 2020;
BONDY-DENOMY et al., 2016; LABRIE; SAMSON; MOINEAU, 2010).

Figura 4 - O ciclo de vida litico do fago e os sistemas anti-fagicos bacterianos.
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Fonte: Dy et al., 2014.

Legenda: O bloqueio da adsor¢do ocorre quando as bactérias alteram ou bloqueiam receptores
especificos de superficie celular reconhecidos pelos fagos. A producéo de proteinas que blogueiam a
transferéncia do material genético do fago para o citoplasma bacteriano. Os sistemas de modificacao
de restricdo e CRISPR-Cas degradam &cido nucleio apés sua inser¢cdo no citoplasma. Infecbes
abortivas e sistemas anti-toxina induzem a morte celular, prevenindo a propagacao de fagos.

Restricao
— ne

modificagdo

Os mecanismos de bloqueio do processo de adsorcdo viral a célula
hospedeira pode ocorrer de, pelo menos, trés maneiras: blogueio de receptores de
fago (RIEDE; ESCHBACH, 1986), a producao de matriz extracelular (SUTHERLAND
et al., 2004) e a producdo de inibidores competitivos (DESTOUMIEUX-GARZON et

al., 2005). A clivagem de acidos nucleicos fagicos pode ocorrer por meio de sistemas
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de Restricdo-Modificacdo de modo inespecifico ou através do sistema CRISPR/Cas,
conferindo imunidade adaptativa (KARGINOV; HANNON, 2010; PINGOUD et al.,
2005).

Deste modo, fagos e seus hospedeiros estéo envolvidos em ciclos continuos
de coevolucdo, onde mecanismos antivirais bacterianos exercem uma pressao
seletiva sobre fagos que, por sua vez, desenvolvem taticas para evitar, contornar ou
subverter esses mecanismos (LABRIE; SAMSON; MOINEAU, 2010). O risco de
favorecer o surgimento de cepas resistentes a fagos é uma eventual desvantagem do
seu uso para fins terapéuticos, porém estudos recentes ja avaliam a aplicacdo de
coquetéis com fagos de diferentes tipos, no intuito de preservar o potencial terapéutico
da fagoterapia (KIM et al., 2020; KORF et al., 2020).

2.3 O SISTEMA CRISPR/CAS

O sistema CRISPR/Cas é constituido por componentes genéticos e protéicos
que conferem defesa adaptativa contra elementos genéticos moéveis (MGEsS) em
procariotos (BARRANGOU; MARRAFFINI, 2014). O locus CRISPR consiste em
sequéncias altamente conservadas, chamadas de repeti¢cdes diretas (DR, do inglés
direct repeats) separadas por sequéncias variaveis, chamados espacadores, que
possuem alta similaridade com sequéncias virais, plasmidiais ou mesmo bacterianas,
agindo como uma memoéria genética para o sistema (BURMISTRZ; PYRC, 2015;
WESTRA; BUCKLING; FINERAN, 2014). As proteinas associadas ao CRISPR (Cas,
do inglés CRISPR-associated) sdo as efetoras deste sistema e 0s genes que as
codificam frequentemente se encontram nas regides que flanqueiam o locus CRISPR
(HAFT et al., 2005).

A primeira descricdo de um locus CRISPR na literatura foi feita por Ishino et
al. em 1987, tendo sido descoberto na cepa K12 de Escherichia coli. Este foi, entéo,
identificado como uma regido incomum composta de cinco sequéncias altamente
homologas de 29 pares de bases (pb) espacadas por quatro sequéncias distintas de
32 pb (ISHINO et al., 1987). Posteriormente, arranjos semelhantes foram descritos em
outras espécies de bactérias e arqueas, e essas sequéncias de DNA repetitivo foram
entdo denominadas como Repeticdes Palindromicas Curtas Agrupadas e
Regularmente Interespacadas — CRISPR, do inglés Clustered Regularly Interspaced
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Short Palindromic Repeats (JANSEN et al., 2002; NIDHI et al., 2021; ZHANG et al.,
2021).

Sua funcdo biologica, no entanto, permaneceu desconhecida até 2005,
quando dois estudos independentes apontaram que muitas das sequéncias
espacadoras eram de origem viral, o que indicava uma possivel funcdo imune
especifica contra MGEs (BOLOTIN et al., 2005; JANSEN et al., 2002; POURCEL,
SALVIGNOL; VERGNAUD, 2005). Essa hipotese foi confirmada por Barrangou et al.
(2007) que demonstraram experimentalmente que a aquisicao de novos espacadores
apos contato com fagos conferia resisténcia a infeccdo pelos mesmos fagos
(BARRANGOU et al., 2007).

Com o aprofundamento no estudo desta regido, também foram encontrados
espacadores correspondentes a regides do genoma do préprio procarioto, incluindo
profagos, transposons, e genes essenciais (housekeeping genes), sugerindo que o
sistema CRISPR/Cas pode desempenhar um papel na regulacéo de genes ou resultar
em autoimunidade com subsequente inativacdo do sistema, remocé&o do alvo ou morte
celular (GOMAA et al., 2014; SOREK; KUNIN; HUGENHOLTZ, 2008; STERN et al.,
2010; VERCOEt al., 2013).

Segundo o CRISPRCas database (2021), o sistema CRISPR/Cas esta
presente e completo em cerca de 70% dos genomas de arqueas e 36% dos genomas
bacterianos sequenciados, encontrando-se disponiveis neste banco de dados.
Embora a grande maioria dos arranjos CRISPR estejam localizados no DNA
cromossomal, alguns casos ja foram identificados em plasmideos e outros MGEs
(KARGINOV; HANNON, 2010). A estrutura dos elementos que compdem esse
sistema € altamente varidvel e difere em termos de ocorréncia, tamanho, nimero e
composicao génica (MAKAROVA et al., 2015).

A estrutura basica comum aos loci CRISPR inclui uma sequéncia lider seguida
de DRs intercaladas com espacadores (Figura 5). De modo geral, a sequéncia lider
possui centenas de pares de bases, € rica em adenina e timina, e funciona como um
promotor do locus e um guia para incorporacéo de novos espacadores (BARRANGOU
et al, 2007; MARRAFFINI; SONTHEIMER, 2010; POURCEL; SALVIGNOL;
VERGNAUD, 2005). As DRs possuem entre 23 a 55 pb e sua natureza parcialmente
palindromica permite que os RNAs gerados formem estruturas secundarias
importantes para o seu mecanismo de acdo. Ja os espacadores possuem entre 21 a
72 pb (BARRANGOU; MARRAFFINI, 2014). A sequéncia lider juntamente com as
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DRs séo regides altamente conservadas em individuos da mesma espécie, mas nao
ha homologia entre as espécies (JANSEN et al., 2002; MARRAFFINI; SONTHEIMER,
2010).

Figura 5 - A estrutura do Sistema CRISPR/Cas.

Genes cas Arranjo CRISPR

Fonte: Butiuc-Keul et al., 2021.

Legenda: R = repeticdo direta; S = espacador; n = nimero total de espacadores. Um locus CRISPR
pode ter pelo menos um espacador flanqueado por duas repeti¢cdes diretas. A Ultima repeticdo, que
geralmente sofre mutagéo, é chamada de repeticdo degenerada (DR).

As proteinas Cas séo codificadas por um conjunto de genes localizados em
regides adjacentes ao locus CRISPR e possuem dominios que sado caracteristicos de
nucleases, helicases, polimerases e outras proteinas ligadoras de DNA (MAKAROVA
et al.,, 2011). Mais de 45 familias de genes cas ja foram identificadas e estdo
distribuidas em varios arranjos dentro dos genomas (HAFT et al., 2005). Existem pelo
menos seis genes cas essenciais distribuidos em uma variedade de organismos,
dentre 0s quais casl e cas2 estdo presentes na grande maioria dos sistemas
identificados (HAFT et al., 2005; TERNS; TERNS, 2011).

Esses genes essenciais se agrupam em subtipos que possuem
adicionalmente médulos de genes especificos, nomeados segundo a espécie na qual
aguele subtipo foi inicialmente estudado. Por exemplo, cas subtype Escherichia coli,
OuU genes cse, sdo um conjunto de genes ndo essenciais encontrados juntos em E.
coli. Os demais subtipos incluem Yersinia pestis (csy), Neisseria meningitidis (csn),
Desulfovibrio vulgaris (csd), Thermotoga neapolitana (cst), Haloarcula marismortui
(csh), Aeropyrium pernix (csa) e Mycobacterium tuberculosis (csm) (MARRAFFINI;
SONTHEIMER, 2010). O sistema CRISPR/Cas também inclui um médulo que so foi
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encontrado em genomas que ja possuiam algum outro subtipo, chamado de cas
module RAMP (cmr) (HAFT et al., 2005).

As proteinas Cas também podem ser organizadas em modulos funcionais: o
modulo de adaptacdo € composto pelas proteinas Casl e Cas2, envolvidas na
aguisicdo de novos espacadores, enquanto o médulo efetor é necessario para o
processamento de transcritos CRISPR primarios (crRNA), interferéncia e degradacao
de &cidos nucleicos estranhos. O modulo de adaptagédo € amplamente uniforme entre
0s sistemas, enquanto o modulo efetor € altamente variavel (KOONIN; MAKAROVA;
ZHANG, 2017). Alguns sistemas CRISPR/Cas utilizam mudultiplas proteinas para
exercer essas funcdes, enquanto outros requerem uma Unica proteina multifuncional
(BUTIUC-KEUL et al., 2021).

2.3.1 Mecanismo de acéo

De modo geral, a fungéo imune do sistema CRISPR/Cas envolve trés etapas:
a adaptacado, onde novos espacadores séo adicionados ao locus CRISPR a partir de
um fragmento de acido nucleico exdégeno; a expressao, na qual esse locus é transcrito
e processado para gerar um RNA CRISPR (crRNA) contendo uma sequéncia
espacadora; e a interferéncia, onde o RNA gerado serve de guia para direcionar a
clivagem do material genético invasor por endonucleases (MARRAFFINI, 2015)
(Figura 6). A primeira etapa ocorre apenas quando a célula encontra novo material
genético exdgeno, enquanto as outras duas etapas acontecem sempre que a célula é
infectada (BUTIUC-KEUL et al., 2021).
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Figura 6 - Esquema representativo do mecanismo de acdo do sistema CRISPR/Cas.
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Fonte: Adaptado de Jackson et al., 2017.

Legenda: No exemplo ilustrado, uma célula bacteriana é infectada por um bacteriéfago. Na etapa de
adaptacao, fragmentos de DNA do invasor sdo incorporados ao arranjo CRISPR. A segunda etapa
envolve a transcricdo do locus CRISPR e o processamento subsequente do transcrito precursor para
gerar RNAs CRISPR (crRNAs). Durante a interferéncia, os crRNAs unem-se a proteinas efetoras Cas
(em verde claro) para formar o complexo efetor responsavel pelo reconhecimento especifico da
sequéncia e a destruicdo de elementos de DNA e/ou RNA estranhos.

Embora a etapa de adaptacdo possua caracteristicas distintas entre os tipos
de sistema CRISPR/Cas, as proteinas Casl e Cas2, juntamente com a sequéncia

lider e a primeira repeticdo CRISPR parecem ser componentes conservados na
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grande maioria dos sistemas identificados. O complexo Casl-Cas2 catalisa a
integracdo de espacadores a jusante da sequéncia lider e cada evento de integracao
€ acompanhado pela duplicacdo da DR adjacente, formando uma nova unidade
espacadora (AMITAI; SOREK, 2016; NUNEZ et al., 2015). Esse posicionamento
unilateral dos novos espacadores gera um locus CRISPR cronologicamente
ordenado, em que o0 espacador adquirido mais recentemente € aquele mais proximo
a sequéncia lider (MAKAROVA et al., 2011).

A aquisicdo de espacadores provenientes do DNA do proprio hospedeiro é
potencialmente deletéria para célula, sendo necessario que o sistema CRISPR/Cas
seja capaz de distinguir o proprio material genético de um material invasor (STERN et
al., 2010). Os fragmentos que sdo reconhecidos pelo sistema e incorporados ao locus
CRISPR sao chamados de protoespacadores, e 0s mecanismos envolvidos no
reconhecimento e processamento desses fragmentos ainda nado foram bem descritos
na literatura. Estudos com Escherichia coli tém apontado a participacdo do complexo
de reparo RecBCD na fragmentacdo de extremidades livres de DNA de fita dupla até
atingir um motivo de 8 pb, conhecido como sitio Chi, gerando substratos para a
aquisicao de espacadores por Casl-Cas2. Os sitios Chi sdo escassos em MGEs, o
gue pode justificar a predilecao por espacadores oriundos de material genético invasor
(JACKSON et al., 2017; LEVY et al., 2015). Outros estudos também relatam o uso de
fragmentos gerados pela acdo de sistemas celulares de Restricdo -Modificacao
(DUPUIS et al., 2013).

O sistema CRISPR/Cas seleciona os fragmentos adequados através da
presenca de uma regido conservada de cerca de 2 a 5 pb préxima ao protoespacador,
denominada de PAM (do inglés, Protospacer Adjacent Motif). A sequéncia PAM pode
ser importante tanto na etapa de aquisicdo de novos espacadores, como no
reconhecimento do alvo durante a etapa de interferéncia, permitindo que a bactéria
seja capaz de discriminar sequéncias exégenas de seus proprios espacadores. A
regido esta localizada geralmente a montante ou a jusante do protoespacador, e sua
sequéncia é variavel entre os tipos e subtipos do sistema CRISPR/Cas (LEENAY;
BEISEL, 2017; MOJICA et al., 2009).

Durante a etapa de expresséao, o locus CRISPR é transcrito a partir de um
promotor localizado dentro da sequéncia lider, gerando uma longa molécula de crRNA
precursora, conhecida como pré-crRNA. Em seguida, esse transcrito € clivado por

endonucleases em regifesdentro das DRs, resultando em varios crRNAs compostos
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por uma porcao repetida reconhecida por proteinas Cas do complexo efetor e uma
Gnica sequéncia espacadora. Em alguns casos, uma outra etapa de clivagem é
necesséria para gerar crRNAs maduros (CHARPENTIER et al., 2015).

No ultimo estagio, a interferéncia, o complexo efetor formado pelo crRNA e
proteinas Cas localiza o material invasor contendo um protoespacador
correspondente, através da complementaridade deste com o crRNA. Essa
hibridizacdo provoca uma mudanga conformacional no complexo, recrutando
nucleases que serdo responsaveis pela clivagem do material genético invasor. A
presenca de um sitio PAM adjacente ao protoespacador e sua auséncia no locus
CRISPR previne que o sistema ataque o material genético do proprio hospedeiro
(HILLEt al., 2018). Além de PAM, estudos demonstraram que o pareamento perfeito
de apenas alguns pares de bases proximais ao PAM, conhecidos como sequéncia
seed, é suficiente para desencadear a degradacdo do MGE invasor (Figura 7)
(SEMENOVA et al., 2011).

Figura 7 - Pareamento de bases entre crRNA e DNA alvo.
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Fonte: Adaptado de Semenova et al., 2011.
Legenda: Reténgulos representam espacadores e losagos representam repetices diretas. PAM
(Protospacer Adjacent Motif) e a sequéncia seed estdo em destaque. A estrutura mostrada se forma
guando o complexo efetor guiado por crRNA reconhece material genético invasor, contendo o

protoespacador.

2.3.2 Classificagéo

A diversidade dos sistemas CRISPR/Cas encontrados em genomas de
arqueas e bactérias €, possivelmente, consequéncia de uma rapida evolucdo dos
sistemas imunes frente a pressédo seletiva dindmica imposta por MGEs invasores. A

auséncia de genes cas universais, e a frequente recombinacdo modular tornam
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impraticavel a tarefa de formular uma classificacdo simplificada desse sistema. Diante
disso, o sistema CRISPR/Cas tem sido classificado a partir da analise de multiplos
fatores como as diferentes sequéncias CRISPR, o nimero e estrutura dos genes cas,
a arquitetura do operon cas, entre outros (KOONIN; MAKAROVA; ZHANG, 2017; VAN
DER OOST et al., 2014).

Todos os sistemas sao divididos em duas grandes classes distintas, com base
na estrutura dos seus complexos efetores de proteinas Cas (Figura 8). Os sistemas
de classe 1, mais comum entre bactérias e arqueas, possuem complexos efetores
com varias subunidades proteicas, como € o caso do Cascade (do inglés, CRISPR-
associated complex for antiviral defence) de sistemas tipo I, e os complexos Csm-Cmr
de sistemas tipo Ill. Enquanto nos sistemas de classe 2, o complexo efetor é formado
por uma unica e grande proteina multidominio (KOONIN; MAKAROVA, 2019;
SHMAKOQV et al., 2017).

Figura 8 - Sistemas CRISPR-Cas de classe 1 e classe 2: recursos principais,

organizacdo modular e embaralhamento de modulos.
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Legenda: (a) A arquitetura basica dos sistemas CRISPR-Cas de classe 1 e classe 2. Os genes sao
mostrados como setas; genes homélogos sdo mostrados pela mesma cor. (b) Os principais arranjos
dos tipos de sistema CRISPR-Cas. Genes dispenséaveis séo indicados por um contorno tracejado. O
locus CRISPR esta destacada em azul escuro.
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As duas classes de CRISPR/Cas sao divididas em trés tipos cada: os tipos |,
[l e IV fazem parte da classe 1, enquanto os tipos Il, V e VI compdem a classe 2.
Cada um desses tipos possui uma proteina Cas exclusiva, conhecida como “Cas
assinatura”. Cada tipo € ainda classificado em varios subtipos que sao distintos por
diferencas sutis na organizacdo do locus e, também, frequentemente, codificam
proteinas Cas especificas do subtipo (KOONIN; MAKAROVA, 2019).

Os complexos efetores de classe 1 envolvidos nas etapas de expressao e
interferéncia tém organizacdes semelhantes entre os tipos |, Ill e IV, embora as
sequéncias génicas sejam pouco conservadas entre esses tipos (MAKAROVA et al.,
2020). A assinatura dos sistemas tipo | é a Cas3, uma proteina com dominios de
helicase e DNAse responsaveis pela degradacao do elemento genético alvo. Em
2015, foram identificados sete subtipos dentro do sistema tipo |, nomeados de I-A até
I-F e o subtipo I-U, que carece de mais estudos para sua caracterizacdo (MAKAROVA
et al., 2015; RATH et al., 2015).

Os sistemas de tipo Il possuem o gene de assinatura cas10 que codifica uma
proteina multidominio homdloga a polimerases. Esse sistema possui 5 subtipos, de
[1I-A até IlI-D e a variante IlI-B. Em contraste com o tipo | que reconhece apenas DNA
como alvo, os sistemas CRISPR/Cas pertencentes ao tipo Il desencadeiam a
degradacédo tanto de DNA, quanto de RNA (MAKAROVA et al., 2011; RATH et al.,
2015). Por sua vez, o tipo IV abrange uma versdo minimalista dos sistemas
CRISPR/Cas, pois ndo possui modulo de adaptacédo (Casl e Cas2), com algumas
excecgdes, e seu locus consiste apenas nos genes casb, cas7 e cas8, e em alguns
casos, outro gene adicional (KOONIN; MAKAROVA, 2019).

Dentre os sistemas CRISPR/Cas de classe 2, o tipo Il apresenta a proteina
multidominio Cas9 como assinatura. Cas9 contribui para a adaptacao, junto com Casl
e Cas2, participa do processamento do crRNA, e é responsavel pela clivagem de DNA
alvo durante a interferéncia. A biogénese do crRNA no tipo Il possui um mecanismo
bem distinto, onde o processamento é catalisado por uma enzima externa ao sistema,
a RNAse Ill, com a ajuda de um RNA adicional, o tracrRNA (do inglés, trans-acting
CRISPR). Esse tipo de sistema é classificado em trés subtipos, II-A, 1I-B e 1I-C. O tipo
Il € o principal grupo de sistemas CRISPR/Cas estudado devido ao desenvolvimento

biotecnolégico de componentes moleculares desse sistema como ferramentas para
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edicdo génica (KOONIN; MAKAROVA, 2019; MAKAROVA et al., 2015; RATH et al.,
2015).

Nos sistemas de tipo V e VI, as proteinas de assinatura reconhecidas foram
Casl2 e Casl3, respectivamente. Pesquisas mais recentes utilizando a ferramenta
BLAST, resultaram na identificacdo de 10 subtipos de sistemas tipo V e quatro
subtipos de sistemas tipo VI. Dentre todos os sistemas reconhecidos recentemente,
o tipo VI é o unico capaz de clivar exclusivamente RNA durante a etapa de
interferéncia (MAKAROVA et al., 2020).

2.3.3 Outras funcgdes do sistema CRISPR/Cas

A funcéo imune do sistema CRISPR/Cas em arqueas e bactérias ja estd bem
estabelecida. No entanto, analises comparativas utilizando ferramentas de
bioinformética revelaram que esse sistema evolui de forma distinta em diferentes
espécies e que uma taxa evolutiva mais lenta ndo € compativel com o seu papel
imune, sugerindo assim a participacado do sistema CRISPR/Cas em outras funcdes
celulares (TOUCHON et al., 2011). De fato, varias outras funcdes ja foram reportadas,
sendo algumas delas aparentemente novas e distintas, enquanto outras parecem ser
subprodutos da funcao imune do sistema CRISPR/Cas (HILLEt al., 2018).

Dentre as funcdes adicionais atribuidas ao sistema, a regulacdo génica é a
mais descrita na literatura. A presenca de espacadores com sequéncias comuns a
genes do proprio cromossomo bacteriano sem que haja inativacdo do sistema ou
algum efeito deletério a célula, fez surgir a hipotese de que a expressdo desses
espacadores em crRNAs permitiria um “autodirecionamento” dos efetores do sistema
para atuarem como elementos reguladores (SAMPSON; WEISS, 2014).

Esse mecanismo de regulacdo génica foi observado por Aklujkar e Lovley
(2010) ao apontarem como a evolucao do genoma de Pelobacter carbinolicus pode
ter sido influenciada por um espacador dentro do locus CRISPR que corresponde a
uma regido do gene que codifica a enzima histidil-tRNA sintetase (hisS), resultando
na eliminacdo de genes ancestrais que codificam varias histidinas proximas. A
introducdo desse espagador no locus CRISPR de uma cepa transgénica de G.
sulfurreducens contendo o gene alvo resultava na reducao dos niveis de transcricdo
desse gene e, consequentemente, no crescimento defeituoso da bactéria
(AKLUJKAR; LOVLEY, 2010).
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O sistema CRISPR/Cas também foi descrito atuando como regulador génico
sem a participacdo de espacadores complementares ao seu proprio cromossomo,
como é o caso do sistema tipo Il em espécies patogénicas de Francisella novicida e
Campylobacter jejuni. A expresséo da proteina Cas9 em espécies que nao possuem
o locus CRISPR aumentou a viruléncia deste patdgeno, indicando a funcionalidade de
uma proteina Cas independente dos transcritos CRISPRs (WESTRA; BUCKLING;
FINERAN, 2014). Em F. novicida, o mecanismo dessa regulacdo envolve a
degradacdo de transcritos que codificam uma lipoproteina bacteriana (BLP), uma
proteina de superficie celular reconhecida por receptores Toll-like tipo 2 do sistema
imunologico hospedeiro, o que resulta na reducao de sua expressao e consequente
evasdo imune (SAMPSON et al., 2013).

O reparo de DNA é uma outra funcdo reconhecida para o sistema
CRISPR/Cas. Por exemplo, Casl do sistema tipo I-E em Escherichia coli interage com
importantes enzimas de reparo (como RecB, RecC e RuvB) e a delecao de casl ou
do locus CRISPR associado resulta no aumento da sensibilidade a danos no DNA e
prejudica a segregacdo cromossomica (FAURE; MAKAROVA; KOONIN, 2019;
WESTRA; BUCKLING; FINERAN, 2014).

Na ultima década, a maquinaria guiada por RNA de sistemas CRISPR/Cas foi
transformada em importantes ferramentas biotecnoldgicas. A ferramenta de edicéo
génica baseada em CRISPR mais utilizada é a S. pyogenes Cas9 (SpyCas9) com um
unico RNA guia (sgRNA). A proteina multidominio Cas9 atua como uma endonuclease
de DNA de fita dupla, clivando ambas as fitas, apds reconhecimento do alvo. Essa
maquinaria é guiada pelo sgRNA que consiste em um RNA quimérico formado pela
fusdo de crRNA e tracrRNA, como também depende da presenca de PAM na
sequéncia alvo (LIU; FAN, 2014; NEWSOM et al., 2021).

A aplicacdo mais proeminente dessa ferramenta € a modificacdo de genes
eucarioticos utilizando mecanismos de reparo de DNA de eucariotos para reparar a
quebra de DNA induzida por Cas9. A edicdo de genes baseada em Cas9 em
procariotos é limitada devido a mecanismos ineficientes de reparo de DNA; no
entanto, a morte induzida pela clivagem de Cas9 de células ndo editadas pode ser
usada para aumentar a eficiéncia de outros métodos de edi¢cdo de genes bacterianos.
Proteinas Cas desprovidas de atividade nucleolitica (dCas, do inglés dead CRISPR-

associated proteins) também podem ser utilizadas na ativacdo e repressdo da
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transcricdo de genes e na remodelacdo epigenética BREZGIN et al., 2019; NEWSOM
et al., 2021).
2.3.4 Anti-CRISPR: Mecanismos de inativacao do sistema CRISPR/Cas

O sistema CRISPR/Cas proporciona aos procariotos um mecanismo de
defesa baseado na complementaridade de sequéncia, logo, a forma mais simples de
fagos escaparem desse sistema € através do acumulo de mutacdes aleatérias nas
bases da sequéncia PAM ou do protoespacador, principalmente na regido seed. No
entanto, essa estratégia se mostra pouco eficiente contra sistemas que nédo dependem
da sequéncia PAM, como é o caso dos sistemas tipo lll, ou contra sistemas que
possuem mecanismos de reimunizacdo, onde as incompatibilidades desencadeiam a
aquisicdo de novos espacadores (HILLEt al., 2018; PAWLUK; DAVIDSON;
MAXWELL, 2018).

Por outro lado, alguns fagos possuem um mecanismo mais sofisticado para
contrapor a atividade do sistema CRISPR/Cas: as proteinas anti-CRISPR (Acr)
(Figura 9). As Acr sdo pequenas proteinas capazes de inibir a maquinaria do sistema
responsavel pela ligacdo e clivagem de fagos (PAWLUK; DAVIDSON; MAXWELL,
2018). A descoberta dessas proteinas se deu através da observacao de que bactérias
lisogénicas comportando o sistema CRISPR/Cas eram sensiveis a infeccao por
determinado fago, apesar da presenca de espacadores contra ele. Estudos
comparativos envolvendo os genomas dessas cepas permitiram a identificacédo de um
locus génico comum entre os fagos com atividade anti-CRISPR. Os primeiros genes
acr foram identificados no genoma de cepas de P. aeruginosa comportando o sistema
CRISPR/Cas do tipo I-F (BONDY-DENOMY et al., 2013).
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Figura 9 - Mecanismos caracterizados e previstos para a funcdo da proteina anti-
CRISPR.
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Legenda: As proteinas anti-CRISPR podem atuar como inibidores ortostéricos ou alostéricos da
magquinaria CRISPR-Cas, bem como enzimas que modificam irreversivelmente os componentes
CRISPR-Cas. Grande maioria das proteinas identificadas inibe a etapa de interferéncia.

As proteinas Acr identificadas até o momento apresentam uma diversidade
genética surpreendente com mais de 80 familias de proteinas totalmente distintas e
estdo associadas com a inibicdo de sistemas do tipo I, I, lll, V e VI (LI; BONDY-
DENOMY, 2021). Essas familias de Acr sdo nomeadas segundo o tipo de sistema que
inibem e s&o numeradas segundo a sequéncia em que foram descobertas, logo, por
exemplo, a primeira familia Acr encontrada que bloqueia o funcionamento do sistema
tipo I-E € chamada de AcrlEL(DAVIDSON et al., 2020)

Apesar de ndo possuirem caracteristicas comuns em relagdo a sequéncia ou
a provavel estrutura proteica, as proteinas Acr sdo geralmente codificadas em uma
posi¢do adjacente a um gene altamente conservado, conhecido como aca (do inglés,
anti-CRISPR associated). O gene aca € um suposto regulador transcricional que s6 é
encontrado em fagos que possuem proteinas Acr, servindo entdo como um importante

alvo de reconhecimento para identificacdo de novos genes acr, através de
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ferramentas de bioinforméatica em uma abordagem chamada de “guilt-by-association”
(STANLEY et al., 2019).

As proteinas Acr podem promover a inativagdo do sistema CRISPR/Cas
bloqueando uma ou mais etapas de seu funcionamento. No entanto, a grande maioria
das Acrs caracterizadas até o0 momento interagem com proteinas do complexo efetor
responsavel pela etapa de interferéncia (Figura 9). Os mecanismos moleculares
usados variam desde a ocluséo dos sitios funcionais, a inibicao alostérica ou até a
modificacdo enzimatica dos componentes do sistema CRISPR/Cas (HARDOUIN;
GOULET, 2020). Alguns estudos ja investigam as possiveis aplicacbes para as
proteinas Acr na pesquisa e desenvolvimento de novos terapias contra bactérias
multirresistentes. A incluséo de proteinas Acr no genoma de fagos, por exemplo,
permite que o fago supere a imunidade mediada pelo CRISPR/Cas em bactérias,

contribuindo para a eficacia da fagoterapia (VYAS, 2022).

2.4 CRISPR/CAS EM Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € um dos principais organismos modelo para o
estudo das interacdes entre o sistema CRISPR/Cas e os bacteriéfagos (LEON et al.,
2021). Nesse importante patdgeno oportunista, ja foi identificada a presenca de
sistemas do tipo I-F, I-E, I-C e mais recentemente o tipo IV-A, sendo os tipos I-F e I-E
os mais frequentes (CADY et al., 2012; CROWLEY et al., 2019; VAN BELKUM et al.,
2015). Também existe a descri¢cdo de cepas que possuem simultaneamente mais de
um tipo de sistemas, porém esse € um fenbmeno pouco reportado (LUZ et al., 2019;
VAN BELKUM et al., 2015).

Ainda existem poucos estudos que descrevem os fatores que participam da
regulacéo do sistema CRISPR/Cas em P. aeruginosa. Hgyland-Kroghsbo et al. (2017)
demonstraram que a comunicacdo célula-célula, conhecida como quorum sensing,
promove um aumento da expresséo do sistema em resposta a densidade celular e ao
risco de infeccdo por fagos. Segundo outro estudo, temperaturas mais baixas
aumentam a atividade do sistema CRISPR/Cas, especialmente na etapa de
adaptacdo. Essa descoberta sugere que o sistema € crucial para a prote¢cdo da

bactéria em ambientes que propiciam maior risco de infec¢ao por fagos, como o solo,
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quando comparados com o corpo humano (37 °C) (HOYLAND-KROGHSBO, Nina M.
et al., 2017; HBYLAND-KROGHSBO, Nina Molin; MUNOZ; BASSLER, 2018).

Devido a sua funcgéo protetiva contra MGEs, como plasmideos e elementos
conjugativos integrativos (ICE, do inglés integrative conjugative elements), estudos
sugerem gue o sistema CRISPR/Cas desempenha um papel importante restringindo
a transferéncia horizontal de genes em P. aeruginosa e por consequéncia, genomas
com CRISPRs intactos sao menores quando comparados aos demais. A observacao
de que os genomas que possuem genes anti-CRISPR s&o maiores do que aqueles
gue ndo os possuem também apoia essa hipotese (VAN BELKUM et al., 2015;
WHEATLEY; MACLEAN, 2021).

Além da func&o imune, alguns estudos tém associado o sistema CRISPR/Cas
com outros papéis na célula bacteriana. Zegans et al. (2009) observaram que a
presenca simultanea do profago DMS3 e do sistema do tipo I-F no genoma de P.
aeruginosa inibia a motilidade em grupo e a producao de biofilme pela bactéria. No
entanto, certas mutacées em alguns dos genes cas permitem que o fendtipo do
biofilme seja restaurado. Este fendbmeno se da através da similaridade parcial entre
um espacador do locus CRISPR e o gene 42 do profago DMS3 (CADY; O'TOOLE,
2011; ZEGANS et al., 2009). Posteriormente, Heussler et al. demonstraram que a
interacdo do sistema CRISPR/Cas com o protoespacador DMS3 induz a expressao
de genes relacionados a fagos regulados pela resposta SOS, resultando na morte
celular durante a formagé&o de biofilme (HEUSSLER et al., 2015).

Dentre as fun¢Bes adicionais ja reportadas, estudos relatam que fatores de
viruléncia podem ser regulados pelo sistema em P. aeruginosa, promovendo a evasao
das defesas de hospedeiros mamiferos. Segundo Li et al. (2016), o sistema do tipo |-
F degrada mRNA de lasR, o principal ativador transcricional de genes envolvidos no
qguorum sensing, permitindo que a bactéria escape de uma das vias de
reconhecimento do hospedeiro, diminuindo a resposta pro-inflamatoria.
Adicionalmente, um estudo de Wu et al. (2019) demonstrou que o0 sistema
CRISPR/Cas também pode impactar a resposta imune do hospedeiro alterando a

ativacédo do inflamassoma regulada por autofagia (LI et al., 2016; WU et al., 2019).

Apesar do intenso esforco dedicado ao conhecimento do sistema
CRISPR/Cas nos ultimos anos, ainda existe muito a ser explorado a respeito da
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relacdo parasita-hospedeiro entre bactérias e fagos, especialmente entre isolados
advindos do ambiente hospitalar. Essa compreensao pode implicar em fortes avancos
no desenvolvimento de ferramentas biotecnol6gicas e no combate a crescente

resisténcia microbiana, protagonizada por espécies como Pseudomonas aeruginosa.
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3 JUSTIFICATIVA

Em estudos anteriores do grupo foram encontrados isolados clinicos de
Pseudomonas aeruginosa, comportando simultaneamente o sistema CRISPR/Cas,
genes anti-CRISPR em seus genomas, profagos e espacadores contra estes mesmos
profagos (espacadores auto-direcionados). Dezenas de genes anti-CRISPR ja foram
identificados e ja existem muitos estudos dedicados na compreensdo do mecanismo
de acdo de suas respectivas proteinas e da sua utilizagcdo como ferramenta de
engenharia genética. Entretanto, o estudo da regulacdo da sua expressao e o impacto
de sua presenca na célula hospedeira ainda € muito recente e pouco explorado.

Nesses estudos, também foram encontrados dois isolados comportando um
espacador contra uma proteina prépria do metabolismo bacteriano, a desidrogenase
de coproporfirinogénio 1l independente de oxigénio. Um espacador contra uma
proteina do préprio microrganismo pode implicar em remodelagem genémica
(VERCOE et al., 2013); levar a autoimunidade e eventual degradac¢éo, ou até perda
de funcéo do sistema CRISPR/Cas (STERN et al., 2010; MARINO et al., 2018); ou,
potencialmente regular a expressao do gene em questao (LI et al., 2016). A presenca
de espacadores contra fagos lisogénicos incluidos no genoma do hospedeiro
bacteriano também tem o potencial de causar fenbmenos semelhantes.

Estes achados denotam a incerteza sobre a real acao do sistema na protecao
contra elementos genéticos moveis; se 0os genes anti-CRISPR nos genomas sdo
continuamente expressos; e se a presenca de espacadores auto-direcionados no
locus CRISPR alteram a expressao de seus produtos. Diante do exposto, 0 presente
estudo propde esclarecer tais questbes, com o objetivo de compreender o
funcionamento e a biologia do sistema CRISPR/Cas em P. aeruginosa.



4 PERGUNTA CONDUTORA

O sistema CRISPR/Cas interfere na expresséo de genes de fagos e da
proteina do metabolismo bacteriano HemN em isolados clinicos de Pseudomonas
aeruginosa? A expressao de genes anti-CRISPR € dependente de condi¢cbes

nutricionais?

42
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5 HIPOTESE

O sistema CRISPR/Cas atua como um regulador transcricional de produtos
bacterianos e virais. Enquanto os genes que codificam proteinas anti-CRISPR séo
expressos constitutivamente e seus niveis de expressdo sdo dependentes de

condi¢Bes nutricionais.
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6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a expressao de genes relacionados ao sistema CRISPR/Cas em

isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar a expressao dos genes anti-CRISPR acrEl, acrF3, acrF5 e acrF7 em
isolados de P. aeruginosa;

b) Caracterizara expressao de genes anti-CRISPR presentes no genoma de
isolados de P. aeruginosa em diferentes condi¢cdes nutricionais;

c) Investigar a expressao de genes que codificam a proteina do capsideo e a
proteina montadora da cauda do fago phiCTX em isolados de P. aeruginosa;

d) Quantificar a expressdo do gene hemN que codifica a proteina desidrogenase
de coproporfirinogénio Il independente de oxigénio em isolados comportando
o0 sistema CRISPR/Cas com diferentes caracteristicas.
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7. METODOLOGIA

7.1 AMOSTRAS DE Pseudomonas aeruginosa ESTUDADAS

Quatro isolados clinicos de P. aeruginosa oriundos de diferentes sitios de
infeccéo foram obtidos de dois hospitais da rede publica da cidade do Recife-PE entre
os anos de 2015 e 2016. Os quatro isolados clinicos tiveram seus genomas
sequenciados em estudos anteriores do grupo (LUZ et al., 2019; 2021) e comportam
o sistema CRISPR/Cas do tipo I-F, com caracteristicas diversas (Quadro 1). Além
desses isolados, a cepa PAOL1 foi selecionada como controle negativo por ndo possuir
o sistema CRISPR/Cas.

Todas as amostras estao conservadas na bacterioteca do Departamento de
Microbiologia do IAM/Fiocruz. Os estoques foram preparados em criotubos contendo
meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) e glicerol a 30% na proporcao de 1:1, e

congelados em freezer a -80°C para manutencéo das amostras do estudo.

Quadro 1 - Caracteristicas dos isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa

comportando o sistema CRISPR/Cas do tipo I-F.

Origem do
Isolados | espécime Caracteristicas genéticas
clinico
Pae28 Material - Profago phiCTX e espacadores contra 0 mesmo
cirurgico - Genes anti-CRISPR (acrlE1, acrlF3 e acrlF5)
Pae29 Cateter - Espacador auto-direcionado associado a hemN
Pae42 Cateter - Fago phiCTX e espacadores contra 0 mesmo
- Gene anti-CRISPR (acrlF7)
- Espacador auto-direcionado associado a hemN
- Profago phiCTX (com espacador associado)
Pae70 Urina - Profago phiCTX (sem espacador associado)

Fonte: Adaptado de Luz et al., 2021.
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7.2 EXTRACAO DO RNA TOTAL BACTERIANO E QUANTIFICACAO

Inicialmente, uma aliquota de cada isolado de P. aeruginosa foi semeada em
agar LB e incubada a 37°C por 24 horas. As colbnias foram transferidas para 5mL de
caldo BHI e novamente incubadas a 37°C por 24h. A extracdo do RNA total bacteriano
foi realizada com a utilizacdo do SV Total RNA Isolation Systems (Promega), seguindo
as recomendacoes do fabricante, a partir de uma aliquota de um mL da cultura
crescida em caldo BHI.

Posteriormente, todos os isolados foram crescidos novamente em meio solido
e as colbnias foram entdo transferidas para 5mL de caldo LB (condi¢cfes nutricionais
ricas) e caldo M9 suplementado com 0,2% de glicose (condicBes nutricionais
limitadas). Todas as amostras foram incubadas a 37°C durante trés intervalos de
tempo: T1 = 16h, T2 = 24h e T3 = 32h. O RNA total foi extraido segundo
recomendacdes do fabricante do reagente Trizol® (Invitrogen).

Cada amostra de RNA foi tratada duas vezes com a enzima DNase |
Amplification Grade (ThermoFisher Scientific), seguindo as recomendacbes do
fabricante, para remocdo de DNA cromossomal contaminante. Para mensurar a
guantidade de RNA total extraido, 1ul da amostra pura foi submetido a quantificacéo
em NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific Inc.) e o grau de pureza foi estimado a
partir da observacdo dos parametros de absorbancia (Azso2s0). Todas as amostras
foram estocadas em freezer a -80°C até o momento de uso.

Para avaliacao da integridade das amostras obtidas, uma aliqguota 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 fotodocumentacao

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

7.3 TRANSCRICAO REVERSA E REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A técnica de RT-PCR foi realizada para verificar a transcrigcdo de quatro genes
anti-CRISPR (acrlE1l, acrlF3, acrlF5 e acrlF7), o gene hemN referente a
desidrogenase de coproporfirinogénio Il independente de oxigénio e dois genes do
profago phiCTX. Nesse estudo, foi definido o nome CTXcap para se referir ao gene
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gue codifica a proteina do capsideo do fago phiCTX e CTXesp para mencionar o gene
gue inclui em sua sequéncia uma regido complementar a um espacador adquirido pelo
sistema CRISPR/Cas contra phiCTX em Pae28. O gene CTXesp codifica uma
proteina montadora da cauda do fago phiCTX.

A reacao de Transcricdo Reversa (RT-PCR) foi realizada com a utilizacéo do
GoScript™ Reverse Transcription System (Promega), seguindo as recomendag¢des do
fabricante, na qual o RNA total foi utilizado como molde para a sintese do DNA
complementar (cDNA). Um controle negativo foi incluido para todas as amostras de
cDNA, no qual a enzima Transcriptase Reversa nao foi adicionada, a fim de confirmar
gue as amostras obtidas ndo sdo resultado de escape de DNA pela DNAse. As
amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C, até utilizag&o posterior.

Para este estudo, um conjunto de primers foi desenhado através do software
A plasmid Editor (disponivel em: https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/), a
partir dos genomas sequenciados dos isolados clinicos selecionados. A viabilidade
desses primers foi avaliada através da ferramenta OligoAnalyser e as sequéncias
nucleotidicas utilizadas podem ser observadas no Quadro 2.

Quadro 2 - Oligonucleotideos utilizados nas reacées de RT-PCR.

_ Tamanho
Gene | Oligonucleotideo Sequéncia ‘nucleotidica’ (5’-3’) do
produto
AcrE1l-F CTGTCGCTTATCGTGATTCAGG
acrlel 111 pb
AcrE1-R GATATTTCGGCAGGCACCTT
AcrF3-F TCGATCCTGTCGCTTATCGTGATTC
acrlF3 117 pb
AcrF3-R GATATTTCGGCAGGCACCTTCA
AcrF5-F CCTCGCAGAACGTAGGTGTC
acrlF5 103 pb
AcrF5-R CATGCCTGTAGTTCCTCATACCG
AcrF7-F ATGACCACCTTTACCAGCATCG
acrlF7 117 pb
AcrF7-R GCTAACACCGTATGCCTCTTCATA
CTXesp-F ATCAGCCARCCGACCATCAC
CTXesp 109 pb
CTXesp-R CCTTCGCCCGCTTCTGYAGCAAA
CTXcap-F CTGAAGAACCTGTCGCTCTACTG
CTXcap 101 pb
CTXcap-R TCRTTGCTGGACTCGTAGTTCTC
HemN-F AATTTCCAGGGCTACACCAC
hemN 108 pb
HemN-R GTTGATGTCGCTGCTGTTCT

Fonte: A autora.
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Para otimizacdo da amplificacdo, foram realizados testes de gradiente de
temperatura de anelamento (50°C a 60°C) para cada um dos primers utilizados nesse
estudo, utilizando amostras de DNA dos isolados Pae28 e Pae42. As reacdes de PCR
foram preparadas para um volume final de 25 pL contendo 2,5 pL de dNTP na
concentracdo de 2,5 mM; 1ul de cada primer na concentracdo de 20nM; 2,5 ul de
MgClza 25 mM; 1 pl de cDNA diluido 1:10 e 1 U de Taq DNA polimerase (Promega).
As reacdes foram submetidas a termociclagem em T3000 thermocycler (Biometra),
com uma etapa de desnaturagcédo inicial de 95°C por 2 minutos; 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 40 segundos e
extensdo a 72°C por 1 minuto em cada ciclo, 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
120V e 150mA durante 50 minutos, sendo posteriormente visualizados e fotografados
em aparelho de fotodocumentacdo L-Pix EX (Loccus Biotecnologia) sob luz

ultravioleta.

7.4 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (gRT-PCR)

Para avaliar as possiveis diferencas nos niveis de expressao dos genes em
estudo, a quantificacdo da transcricdo foi realizada usando o Power SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems). Os primers utilizados para as reagdes de
amplificagéo sdo os mesmos apresentados no Quadro 2. Todas as reagdes foram
realizadas em triplicata e submetidas a termociclagem no sistema de deteccdo ABI
7500 (Applied Biosystems), disponivel no Nucleo de Plataforma Tecnologica do
IAM/Fiocruz. Os dados de treshold cycle (Cr) calculados por meio do 7500 software
v2.3 foram entdo exportados para o programa Microsoft® Excel para realizar os
calculos de desvio padrao, eficiéncia da amplificacdo e quantificacao relativa.

As amostras de cDNA obtidas a partir da extracdo de RNA com Trizol foram
submetidas a quantificacdo em NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific Inc.) e
diluidas a 150ng/pL, enquanto os primers foram diluidos a concentracdo de 2 nM,
ambos em agua DEPC. A fim de otimizar as concentracdes de primer e cDNA usadas,
foram realizadas reagcdes de gPCR sob quatro condi¢des, descritas no Quadro 3. A

condicéo testada que produziu valores de Cr mais homogéneos entre as replicatas
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(desvio padrao < 0,3) e sem amplificagcéo inespecifica foi selecionada para cada alvo.
O Cr € o numero do ciclo no qual a fluorescéncia gerada dentro de uma reagao cruza
o limiar (threshold) fixado na fase exponencial da curva de amplificacdo. As condi¢gbes
escolhidas foram: condi¢ao 1 para os ensaios com 0s genes CTXcap; condigao 2 para
0s genes rpsL, acrlE1 e acrlF7; condicdo 3 para os genes acrlF3 e acrlF5; e condicéo

4 para o gene hemN.

Quadro 3 - Diferentes condi¢des testadas para realizacao da qRT-PCR.

Componente Condicdo 1 Condicdo 2 Condicdo 3 Condicao 4
SYBR® Green Master Mix 5uL 5uL 5uL 5uL
Primer Forward 0,5 uL 0,5 uL 1L 1uL
Primer Reverse 0,5 uL 0,5 uL 1uL 1uL
Agua DEPC 3L 2 uL 2 uL 1 pL
cDNA 1L 2 UL 1puL 2 jL
Total 10 L 10 pL 10 pL 10 pL

Fonte: A autora.
Legenda: Cada condicao representa uma Unica reacao de PCR em tempo real com volume constante
de Master Mix SYBR® Green e concentracdo variavel de primers e cDNA, para um volume final de 10

uL.

Dois parametros de desempenho também foram considerados em associacéo
aos ensaios de qPCR: eficiéncia da amplificacdo (E) em porcentagem e linearidade
(coeficiente de determinacdo, R?). Esses parametros foram estimados por meio da
construcéo de uma curva padrdo com o auxilio do Microsoft® Excel. Os dados Cr
obtidos em cinco pontos de diluicdo do cDNA foram plotados em grafico de regressao
linear semi-log do valor Ct em comparacdo ao log da concentracéo inicial de acido
nucléico. A inclinacdo média (slope) da curva de eficiéncia de —3,32 indica uma reacao
de PCR com 100% de eficiéncia (E), segundo a férmula E = 10/slope) x 100. Foram
considerados aceitaveis valores de eficiéncia de entre 90%-110% e R? 2 0,98 (FDA,
2019). A curva gerada por cada par de primers e sua respectiva eficiéncia de

amplificagéo esta disponivel no Apéndice A.
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7.5 PARAMETROS ANALITICOS DA PCR EM TEMPO REAL

O método escolhido para quantificacdo relativa da expressao génica foi o
método Cr comparativo proposto por Pfaffl (2001). Esse método baseia-se na
comparacgao da expressdo de um gene alvo em uma determinada amostra relativa a
outra amostra controle, utilizando pelo menos um gene endégeno como calibrador.
No atual estudo, foi utilizadoo gene constitutivo rpsL de P. aeruginosa, que codifica a
proteina estabilizadora do RNA ribossomal 30S (DUMAS, 2006). Os resultados sao
apresentados como razdes de expressao génica entre o gene alvo (alvo) e o gene de
referéncia (rpsL), que foram obtidos de acordo com a seguinte equagéao:

AC¢(controle—amostra
_ (Ealvo) e )

R

- AC¢(controle—amostra
(Eref) t( )

Os valores brutos de Cr foram tabelados e as razdes de expressao
génica calculadas com o auxilio do Microsoft® Excel. Para a andlise estatistica e
construcdo de graficos foi utilizado o software GraphPad Prism 9. Inicialmente, os
dados foram avaliados quanto a sua distribuicdo normal por meio do teste de Shapiro-
Wilk. Em seguida, foi realizada uma analise de variancia (One Way ANOVA) com poés-
teste de Tukey, com o objetivo de avaliar as variagoes das razdes de expressao entre
amostras e entre os periodos de incubacéao, sendo aceito o nivel de significancia de p

< 0,05. As comparacdes realizadas estdo descritas no Quadro 4.

Quadro 4 - Comparacdes dos niveis de expressdo de genes relacionados com o

sistema CRISPR/Cas do tipo I-F em Pseudomonas aeruginosa sob diferentes

condicoes.

Gene Condicao 1 Condicéao 2
acrlE1l Pae28 em meio M9 versus Pae28 em meio LB
acrlF3 Pae28 em meio M9 versus Pae28 em meio LB
acrlF5 Pae28 em meio M9 versus Pae28 em meio LB
acrlF7 Pae42 em meio M9 versus Pae42 em meio LB

CTXcap Pae28 versus Pae42
I PAO1 versus Pae29

PAO1 Versus Pae4?2
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Pae28 Versus Pae4?2

Fonte: A autora.
Legenda: M9 = meio com pouco nutrientes; LB = meio rico em nutrientes.

8 ASPECTOS ETICOS

O projeto ndo apresenta implicacdes éticas considerando que, os resultados
nao foram vinculados ao nome dos pacientes, nem os hospitais foram identificados.
Os isolados clinicos foram obtidos em projeto anterior (LUZ et al 2019) de pacientes
por demanda espontanea, de hospitais da cidade do Recife e estdo estocados na

bacterioteca do Departamento de Microbiologia do Instituto Aggeu Magalhées.
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9 RESULTADOS

9.1 AVALIACAO QUALITATIVA DA EXPRESSAO DE GENES EM DE P. aeruginosa
COMPORTANDO O SISTEMA CRISPR/CAS DO TIPO I-F

A técnica de RT-PCR permitiu a verificagdo de genes anti-CRISPR em dois
dos isolados desse estudo, a partir da visualizacdo de banda especifica em géis de
agarose. Foi possivel constatar que os genes anti-CRISPR; acrlE1, acrlF3 e acrlF5
estdo sendo expressos no isolado Pae28, enquanto o gene acrlF7 esta sendo

expresso no isolado Pae4?2 (Figura 10).

Figura 10 - Géis representativos da expressao génica dos genes anti-CRISPR acrlE1,

acrlF3, acrlF5 e acrlF7 em Pseudomonas aeruginosa.

9 10 11 12 M 13 14 15 16

Fonte: A autora.

Legenda: Amplificacdo dos genes anti-CRISPR acrlE1 (1), acrlF3 (5), acrlF5 (9) e acrlF7 (13) em
amostras de cDNA e DNA obtidas a partir do isolado Pae28 (A) e do isolado Pae42 ( B). Para cada
gene investigado, foram adicionadas outras trés reacfes para confirmar auséncia de amplificacdo nos
controles negativos da transcricdo reversa (colunas 2, 6, 10 e 14), amplificacdo do gene de interesse
em DNA (colunas 3, 7, 11 e 15) e auséncia de formacao de dimeros de primers (colunas 4, 8, 12 e 16);
M = marcador de peso molecular (100 pb).

Com relacado ao fago phiCTX, foi avaliada a formacgéo de transcritos dos
genes: CTXcap que codifica uma proteina do capsideo viral e CTXesp que codifica
uma proteina de montagem da cauda do fago. Os resultados demonstraram que esses
genes estdo sendo expressos nos isolados Pae28 e Pae42. Ambos os isolados
possuem ao menos dois espacadores derivados do fago phiCTX dentro do locus
CRISPR, dentre os quais estd um espacador que possui sequéncia complementar a
regido do gene CTXesp (Figura 11). Por outro lado, o isolado Pae70 ndo possui
nenhum espacador relacionado ao fago phiCTX (Figura 11).



53

Figura 11 - Géis representativos da expressao dos genes CTXcap e CTXesp em

Pseudomonas aeruginosa.

100pb —p

Fonte: A autora.

Legenda: Amplificacdo dos genes CTXcap (A) e o CTXesp (B) em amostras de cDNA obtidas a partir
dos isolados Pae28 (1), Pae42 (3) e Pae70 (5). Para cada amostra de cDNA utilizada, foi adicionada
uma reacao para confirmar auséncia de amplificacdo nos controles negativos da transcricdo reversa
(colunas 2, 4 e 6), amplificagdo do gene de interesse em DNA (CP) e auséncia de formagédo de dimeros
de primers (CN); M = marcador de peso molecular (100 pb).

Com relacdo ao gene hemN, que codifica a proteina bacteriana
desidrogenase de coproporfirinogénio Il independente de oxigénio, os isolados Pae29
e Pae42 possuem um espacador auto-direcionado derivado desse gene nos loci
CRISPR. A transcricao do gene hemN foi confirmada em todos os isolados desse
estudo, incluindo Pae29 e Pae4?2 (Figura 12).

Figura 12 - Géis representativos da expressao qualitativa do gene hemN em isolados

clinicos de Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: A autora.

Legenda: Amplificacdo de hemN em amostras de cDNA obtidas a partir de PAO1 (1), Pae28 (3), Pae4?2
(5), Pae70 (7) e Pae29 (11). Para cada amostra de cDNA utilizada, foi adicionada uma reacdo para
confirmar auséncia de amplificacdo nos controles negativos da transcricdo reversa (colunas 2, 4, 6, 8
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e 12), amplificacéo do gene de interesse em DNA (coluna 9 e 13) e auséncia de formacao de dimeros
de primers (coluna 10 e 14); M = marcador de peso molecular (100 pb).

9.2 AVALIACAO QUANTITATIVA DA EXPRESSAO DE GENES EM DE P.
aeruginosa COMPORTANDO O SISTEMA CRISPR/CAS DO TIPO I-F

9.2.1 Avaliacéo da eficiéncia da amplificacado por PCR em tempo real

A eficiéncia da amplificacdo por gRT-PCR foi determinada para cada gene
desse estudo e seus valores estdo descritos na Tabela 1. Foram considerados
aceitaveis valores de eficiéncia entre 90%-110% e R? = 0,98 (FDA, 2019). A relacédo
grafica entre valores de Cr (cycle threshold) e a concentracdo de cDNA gerada por
cada par de primers, com quatro a cinco pontos de diluicdo da amostra esta disponivel

no Apéndice A.

Tabela 1 - Eficiencias das reacbes e R2 (coeficiente de determinacéo)

correspondentes a amplificacdo gerada por cada conjunto de primers.

Gene cDNA Eficiéncia R?
acrlE1l Pae28 108% 0,9887
acrlF3 Pae28 97% 0,9977
acrlF5 Pae28 103% 0,998
acrlF7 Pae42 107% 0,9922
CTXcap Pae4?2 98% 0,9856
hemN Pae29 103% 0,9814

Fonte: A autora.

Legenda: Valor de eficiéncia (E), segundo a férmula E = 10¢1/slope) onde slope é a inclinagéo da curva
padrdo e R? representa a linearidade entre os seus pontos.

9.2.2 Expressao de genes anti-CRISPR em diferentes condi¢gdes nutricionais

Para investigar o potencial impacto da disponibilidade de nutrientes na
expressdo de genes anti-CRISPR, foi realizada uma quantificacéo relativa dos niveis
de expressao génica por gRT-PCR. A analise comparativa da expressdo do gene
acrlE1l em Pae28 sob as duas condi¢des nutricionais utilizadas neste estudo, revelou
que a expressao desse gene é, em meédia, 87,5% menor no meio LB, rico em

nutrientes (p<0,0001), como mostra a figura 13. Também foi possivel observar, em
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LB, o maior nivel de expressao relativa que esse gene alcancou em 24 horas, com
posterior reducdo, apresentando niveis semelhantes de expressdo em 16h e 32h
(p=0,9749). Os genes acrlF3 e acrlF5 também demonstraram os mesmos niveis de
expressdo, sendo 87% e 84%, respectivamente, menos expressos em meio LB
(Figura 13).

Figura 13 - Expresséao relativa de genes anti-CRISPR acrlE1, acrlF3, acrlF5 e acrlF7

em Pseudomonas aeruginosa sob diferentes condi¢des nutricionais em trés intervalos
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Fonte: A autora.

Legenda: Quantificagdo relativa (QR) dos niveis de expressao dos genes acrlE1 (A), acrlF3 (B) e acrlF5
(C) no isolado Pae28; e acrlF7 no isolado Pae42 (D). Ambos os isolados foram inoculados em meio de
cultura escasso (M9) e rico (LB) em nutrientes, durante 16, 24 e 32 horas. Os resultados estéo
expressos em média + erro padréo, utilizando o meio M9 como referéncia (QR=1.0). Os valores com
um asterisco acima das barras sdo significativamente diferentes dentro de cada intervalo de
crescimento (P < 0,05).

Ao avaliar a expressao do unico gene anti-CRISPR presente no
isolado Pae42, foi possivel observar uma menor expressao de acrlF7 em 16h no meio
LB quando comparado ao meio M9 (Figura 13). No entanto, essa diferenca nao foi
significativa (p=0,3410). Em intervalos maiores de tempo, constatou-se que 0s niveis

de expressao relativa de acrlF7 se elevaram no meio LB, alcancando valores
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consideraveis até 210% maiores em 32h de incubacao (p=0,0086). Essa diferenca
entre os periodos de incubacdo pode ser resultado da superexpressdo em LB

propriamente dita ou de uma subexpressao em M9.

9.2.3 Expresséao do gene do capsideo de phiCTX em isolados de Pseudomonas

aeruginosa

A expressao do gene que codifica uma proteina do capsideo do fago phiCTX
(CTXcap) também foi quantificada nos trés isolados que possuem esse profago
incluso em seus genomas, no intuito de reconhecer uma possivel influéncia do
sistema CRISPR/Cas na expressao génica de profagos, mediada por espacadores
complementares ao fago phiCTX. N&o houve amplificagdo no isolado Pae70,
confirmando a auséncia de transcritos observada na reacdo de RT-PCR. Foi
realizada, entdo, uma analise comparativa apenas entre os genes Pae28 e Pae42
(Figura 14).

Figura 14. Expressao relativa de CTXcap em diferentes isolados de Pseudomonas

aeruginosa positivos para o sistema CRISPR/Cas.
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Fonte: A autora.

Legenda: Quantificacdo relativa (QR) dos niveis de expressao do gene que codifica a proteina do
capsideo do fago phiCTX (CTXcap) nos isolados Pae28 e Pae42 e Pae70 (ausente), com 16, 24 e 32
horas de incubacéo. Os resultados estédo expressos em média + erro padréao, utilizando o isolado Pae28
como referéncia (QR=1.0). Os valores com um asterisco acima das barras sdo significativamente
diferentes dentro de cada intervalo de crescimento (P < 0,05).

Os resultados obtidos demonstraram que CTXcap foi mais expresso no isolado
Pae42 em todos os periodos de incubacgéo (p<0,0001). A gquantificacdo relativa da

expressao se mostrou semelhante em 16h e 24h de incubacé&o, sendo em média 262%
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maior em Pae42. Em 32h, foi observado um pico significativo na expressao de CTXcap
em Pae42, mostrando um nivel de expressao aproximadamente 15 vezes maior que
o0 constatado em Pae28 (p<0,0001). O isolado Pae28 possui 6 espacadores
identificados que possuem como alvo o fago phiCTX, enquanto o isolado Pae42

possui apenas dois espacadores contra o mesmo fago (LUZ, 2021).

9.2.4 Expresséo do gene bacteriano hemN em isolados de Pseudomonas

aeruginosa

A expressdo do gene hemN, que codifica a desidrogenase de
coproporfirinogénio Il em P. aeruginosa foi avaliada na cepa de referéncia PAO1 e
nos isolados clinicos Pae29 e Pae42 (Figura 15). Os niveis de expressdo foram
comparados utilizando a cepa PAO1 como referéncia. Em 16 horas de incubacéo, a
expressdo de hemN é 75% e 92% menor em Pae29 e Pae42 do que em PAO1,
respectivamente (p<0,0001). Em 24 horas, 0s niveis de expressdo de hemN em
ambos isolados aumenta significativamente, de modo que a expressao em Pae29 se
torna 42% maior que em PAO1 (p=0,0040) e a expressdo em Pae42 permanece
menor, mas sofre um aumento 25% (p=0,0028) quando comparado ao periodo de
incubacédo anterior. No ultimo periodo de incubacédo avaliado, os niveis de expressao
retrocederam a valores semelhantes aos encontrados nas amostras incubadas por 16
horas (p>0,9999), sendo 77% menor que PAO1 em Pae29 e 92% menor em Pae42
(p<0,0001).
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Figura 15. Expressao relativa de hemN em diferentes isolados de Pseudomonas

aeruginosa.
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Legenda: Quantificagao relativa (QR) dos niveis de expressao de hemN nos isolados PAO1, Pae29 e
Pae42, com 16, 24 e 32 horas de incubagéo. Os isolados Pae29 e Pae42 possuem espacador contra
hemN incluso no locus CRISPR. Os resultados estdo expressos em média + erro padrao, utilizando o
isolado PAO1 como referéncia (QR=1.0). Os valores com um asterisco acima das barras séo
significativamente diferentes dentro de cada intervalo de crescimento (P < 0,05).

Em suma, a expressdo de todos 0s genes investigados nesse estudo esta
expressa através de heatmap na Figura X. Foi observada a expressao de todos os
genes anti-CRISPR em seus respectivos isolados clinicos e a analise quantitativa
desses genes identificou que os genes acrlE1, acrlF3 e acrlF5 estdo superexpressos
no isolado Pae28 sob condi¢cdes nutritivas limitadas, enquanto acrlF7 possui sua
expressao reprimida em Pae42 sob as mesmas condi¢des. A expressao do gene que
codifica a proteina do capsideo do profago phiCTX foi observada em dois isolados.
No isolado Pa42 este gene esta superexpresso, quando comparado a Pae28. Com
relacdo a hemN, ambos os isolados testados possuem a expressdo desse gene
reprimida na maioria dos tempos de incubacéo avaliados.
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Figura 16. Sintese da expressdo relativa de genes associados ao sistema

CRISPR/Cas em Pseudomonas aeruginosa em trés intervalos de tempo.
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Fonte: A autora.

Legenda: A repressdo dos niveis de expressdo esta representada em verde, enquanto a
superexpressao esta representada em vermelho. A expressao relativa dos genes anti-CRISPR foi
quantificada usando amostras crescidas em M9 como controle. A expressdo de CTXcap em Pae4?2 foi
quantificada em relacdo a Pae28. Enquanto a expressao relativa de hemN foi quantificada utilizando a

cepa PAO1 como controle.
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10 DISCUSSAO

10.1 GENES ANTI-CRISPR EM Pseudomonas aeruginosa

O CRISPR/Cas é sistema de defesa eficaz que confere imunidade contra
MGEs em arqueas e bactérias. Apesar disso, esse sistema esta presente em apenas
um terco dos genomas sequenciados, e em cepas de uma mesma espécie
frequentemente diferem no que diz respeito a presenca, nimero e tamanho. Essa
diversidade é fruto de fatores ambientais que determinam 0s custos e as vantagens
da manutencdo desse sistema (WESTRA; LEVIN, 2020). Desta forma, ndo é
surpreendente que os quatro isolados clinicos investigados neste estudo, facam parte
de um conjunto de 130 isolados, dos quais 73 nao possuem o sistema CRISPR/Cas,
50 sdo positivos para o sistema do tipo I-F, cinco positivos para o tipo I-E e dois
isolados possuem ambos 0s sistemas simultaneamente (LUZ et al., 2019).

Todos os isolados clinicos selecionados neste estudo possuem o sistema
CRISPR/Cas do tipo I-F, dentre os quais, dois carregam genes anti-CRISPR em seus
genomas, conhecidos por codificarem proteinas capazes de bloquear a acdo da
maquinaria efetora do sistema (LUZ et al., 2021; PAWLUK; DAVIDSON; MAXWELL,
2018). Neste estudo, foi observada a transcricdo dos genes acrEl, acrF3, acrF5 e
acrF7 sob condi¢cdes convencionais de crescimento, sugerindo uma expressao
constitutiva desses genes. A expressao rapida de altos niveis de proteinas anti-
CRISPR no inicio da infeccéo, e sua posterior manutencédo em niveis basais, é crucial
para o sucesso de fagos contra o sistema CRISPR/Cas em procariotos e o estudo dos
mecanismos de regulacdo desses genes ainda é recente e pouco explorado
(STANLEY et al., 2019).

A investigacdo da estrutura e funcdo das proteinas anti-CRISPR associated
(Aca), codificadas por genes adjacentes ao operon anti-CRISPR, tem um papel na
regulacéo de sua expressao. Segundo Birkholz et al. (2019), a proteina anti-CRISPR
associated 2 (Aca2) atua como um repressor da expressao de genes anti-CRISPR.
De modo semelhante, Stanley et al. (2019) estudaram a atividade da proteina Acal e
observaram que na sua auséncia, a intensa expressdo de genes anti-CRISPR,
induzida por seu forte promotor, desencadeia um processo letal para a célula
hospedeira, ndo sendo favoravel a fagos lisogénicos (BIRKHOLZ et al., 2019;

STANLEY et al., 2019). O atual estudo corrobora os achados da literatura,
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demonstrando que esses genes estdo em constante expressao e que, possivelmente,
essa expressao é apenas suprimida diante do acumulo da proteina Aca na célula.

Westra et al. (2015) avaliaram a relac&o entre as condi¢des nutricionais e o
mecanismo imune com maior atividade na cepa PA14 de P. aeruginosa. O sistema
CRISPR/Cas se mostrou mais ativo sob condi¢des nutricionais limitadas, em contraste
com o acumulo de mutacdes do receptor de fagos que foi o mecanismo de defesa
prioritario em meio de cultura rico em nutrientes. Em outro estudo, Hagyland-Kroghsbo
et al. (2018) encontraram que o sistema € mais ativo em temperaturas mais baixas,
propondo que uma taxa de crescimento menor, proporciona as bactérias um tempo
crucial para adaptacdo, sendo um dos fatores reguladores de sua atividade.

Partindo do pressuposto de que o sistema CRISPR/Cas é o mecanismo de
defesa preferencial em condi¢des nutricionais limitadas, espera-se que a expressao
de proteinas anti-CRISPR sigam esse mesmo padrao, a fim de produzir proteinas
suficientes para bloqueio eficaz do sistema. Neste estudo, os genes anti-CRISPR
acrlEl, acrlF3 e acrlF5 presentes em Pae28 corroboram tal hiptese, sendo mais
expressos no meio M9 que no meio LB. A expresséo de acrlF7 em Pae42 também se
mostrou inicialmente menor em LB, porém, com o decorrer do tempo, esse mesmo
gene se tornou gradativamente mais expresso no meio LB, o que sugere que a
regulacédo desse gene ocorre de maneira distinta.

A respeito das proteinas codificadas pelos genes anti-CRISPR avaliados
neste estudo, ja existem estudos que descrevem a estrutura e funcdo de algumas
delas. Wang et al. (2016) avaliaram a estrutura e funcao de AcrlF3, demonstrando que
essa proteina blogueia a acéo do sistema CRISPR/Cas do tipo I-F, durante a etapa
de interferéncia, através da interacdo com a nuclease Cas3 que, nos sistemas do tipo
I-F, esta fusionada a Cas2. Cas3 € responsavel pela degradacdo do DNA reconhecido
e ligado pelo complexo Csy (efetor de sistemas do tipo I-F). Segundo Pawluk et al.
(2017), AcrlE1 atua de modo semelhante, inibindo a Cas3 nos sistemas do tipo I-E
(PAWLUK et al., 2017; WANG et al., 2016).

Gabel et al. (2021) descreveram que AcrlF7, por sua vez, interage com Cas8f,
uma das subunidades do complexo efetor, responsavel pelo reconhecimento e ligagédo
do DNA. Quando Cas8f esta bloqueada, ndo ha reconhecimento do elemento exégeno
e, consequentemente, ndo ha sua degradacao (GABEL et al., 2021). Com relacéo a
AcrIF5, até o momento nao existe nenhuma descricao do seu possivel mecanismo de

inibic&o.
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10.2 EXPRESSAO DE GENES DO FAGO phiCTX

Fagos temperados podem se integrar ao genoma do hospedeiro e persistir
como elementos gendmicos herdados verticalmente, conhecidos como profagos.
Durante a lisogenia, a expressdo da maioria dos genes de profagos, como aqueles
dedicados a producéo de virions e a lise da célula hospedeira, deve ser reprimida a
nivel transcricional (OWEN et al., 2020). No entanto, a expressao desses genes pode
ser retomada sob condi¢cbes de estresse em um mecanismo chamado de inducéo,
mediado geralmente pela resposta SOS, responsavel pela reparacdo do material
genético do hospedeiro. Sob inducéo, grande parte dos profagos da inicio ao ciclo
litico, formando novos virions (LITTLE, 2014).

O profago phiCTX foi encontrado nos genomas de trés isolados utilizados
neste estudo, dos quais Pae28 e Pae42 possuem espacadores contra este mesmo
fago nos loci CRISPR, enquanto o isolado Pae70 ndo os possui. Este fago temperado
foi reconhecido e isolado inicialmente em cepas de P. aeruginosa, e € conhecido por
possuir um gene que codifica uma citotoxina, caracterizada como um fator de
viruléncia em cepas lisogénicas (NAKAYAMA et al., 1999). Neste estudo, a expressao
dos genes que codificam o capsideo viral (CTXcap) e a proteina montadora da cauda
(CTXesp) desse fago foi identificada por RT-PCR apenas em Pae28 e Pae42.

Alguns estudos apontam que a inducéo pode ocorrer de forma espontanea em
uma fracao de células bacterianas de uma populacdo, desencadeando a formacao de
novas particulas virais, e esse fenbmeno pode justificar a identificacdo de transcritos
de genes estruturais de phiCTX no presente estudo (WALDOR; FRIEDMAN, 2005).
No entanto, ndo é possivel inferir porque ndo ha essa mesma indugcdo espontanea
detectavel pela formacéo de transcritos no isolado Pae70. Uma hipé6tese alternativa é
a de que o sistema CRISPR/Cas possui atividade de interferéncia remanescente,
mesmo sob a inibicdo de proteinas anti-CRISPR, e esse sistema é responsavel pelo
dano ao DNA que provoca a resposta SOS da célula hospedeira e a consequente
induc&o do profago phiCTX em Pae28 e Pae42, o que n&o ocorre no isolado Pae70.
Nossos resultados também podem sugerir que outro mecanismo, alheio ao sistema
CRISPR/Cas, esta interferindo na expressao desses genes.

Segundo Wimmer e Beisel (2020), a aquisi¢ao de espacadores contra profagos
pode ocorrer no inicio da infeccdo, antes de sua insercdo no genoma, ou

posteriormente, induzindo morte celular para que ndo haja propagagédo do MGE
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invasor (WIMMER; BEISEL, 2020). No caso dos isolados Pae28 e Pae42, a presenca
de espacadores contra elementos presentes no proprio genoma da bactéria, como é
0 caso de phiCTX, poderia resultar em autoimunidade, porém é possivel que essas
células tenham permanecido viaveis devido a presenca de proteinas anti-CRISPR que
impedem o funcionamento do sistema CRISPR/Cas.

Em contrapartida, Luo et al. (2015) observaram que o sistema CRISPR/Cas do
tipo I-E também pode atuar na repressdo de genes mediante a delecdo de cas3
experimentalmente e propuseram que esse fendbmeno também pode ser aplicado a
outros sistemas de classe |, como o tipo I-F (LUO et al., 2015). A atuacao de AcrlF3
bloqueando Cas3 em Pae28 poderia mimetizar uma situacdo semelhante ao que foi
proposto por Luo, porém a expressdo de outras duas proteinas anti-CRISPR
simultaneamente estabelece barreiras no reconhecimento da acédo das proteinas do
complexo efetor do sistema CRISPR/Cas como regulador transcricional nesse isolado.

Com relacao a diferenca nos niveis de expressao entre Pae28 e Pae42, esse
gene esta sendo mais expresso em Pae42, que possui apenas dois espacadores no
locus CRISPR contra phiCTX, enquanto Pae28 possui seis espacadores (LUZ, 2021).
Alguns estudos ja relacionaram a presenca de espacadores auto-direcionados com
mecanismos alternativos de funcionamento do sistema CRISPR/Cas, como a
clivagem de mRNA. Ao avaliar a cepa UCBPP-PA14 de P. aeruginosa, Li e
colaboradores em 2016 constataram que a presenca de um espacador parcialmente
complementar ao gene lasR, regulador de quorum sensing, no locus CRISPR do
sistema de tipo I-F resultou em clivagem de moléculas de mRNA. Dessa forma, a
diferenca da expresséo de phiCTX poderia ser resultado de uma funcdo secundaria
do sistema CRISPR/Cas clivando transcritos e essa atividade seria proporcional ao
namero de espacadores presentes no seus respectivos loci CRISPR.

10.3 EXPRESSAO DO GENE BACTERIANO hemN

Neste trabalho, os isolados Pae29 e Pae42 também possuem espacadores
contra hemN em seus respectivos loci CRISPR. O gene hemN codifica a
desidrogenase de coproporfirinogénio lll independente de oxigénio, envolvida na
biossintese de heme em varias espécies bacterianas (ROMPF et al., 2002). A
expressdo de hemN foi detectada em todos os isolados clinicos testados, incluindo

Pae29 e Pae42, o que indica que o sistema CRISPR/Cas nao impede sua expressao.
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Contudo, a analise quantitativa atraves de qRT-PCR demonstrou que ha alteracdes
nos niveis de expressdo, com possivel supressao da transcricdo de hemN, de modo
gue os isolados Pae29 e Pae42 expressaram menos esse gene quando comparados
a cepa PAOL, que néo possui sistema-CRISPR.

De acordo com Levy et al. (2015), a maquinaria envolvida na etapa de
adaptacao do sistema CRISPR/Cas prioriza a aquisi¢cdo de novos espacadores a partir
de DNA invasor, refletindo sua fungdo imune. Adicionalmente, espera-se que a
interferéncia guiada por crRNA complementar ao préprio genoma do hospedeiro,
resulte em clivagem do alvo e posterior morte celular. No entanto, a identificacdo de
espacadores auto-direcionados é recorrente, e alguns estudos descrevem que esse
fenbmeno pode ser tolerado, por meio de mutag¢des no sitio-alvo ou até mutacdes e
delecéo do proprio locus CRISPR (LEVY et al., 2015; WIMMER; BEISEL, 2020).

Uma outra maneira usada por procariotos para contornar o problema da
autoimunidade ¢é a utilizacdo de mecanismos intrinsecos de reparo, como
recombinacdo homologa e unido de extremidades ndo homologas (NHEJ) (WIMMER,;
BEISEL, 2020). Ao avaliar o sistema CRISPR/Cas do tipo I-B em Haloferax volcanii,
uma arquea halofilica, Stachler e colaboradores em 2017 encontraram que a sintese
de crRNA auto-direcionado ndo é capaz de provocar danos detectaveis ao
crescimento das células. Essa tolerancia aos danos de DNA provocados pelo
complexo efetor do sistema € mediada por recombinagdo homologa entre as multiplas
cOpias do cromossomo presentes na célula (STACHLER et al., 2017).

A expresséo de genes anti-CRISPR dentro do genoma bacteriano também esta
associada ao escape dos efeitos deletérios da autoimunidade. A hipétese de que
espacadores auto-direcionados sdo um indicativo da presenca de proteinas anti-
CRISPR possibilitou a identificacdo de muitas dessas proteinas em diferentes estudos
descritos na literatura (RAUCH et al., 2017; MARINO et al., 2018; WATTERS et al.,
2018). No presente estudo, o isolado Pae42 carrega, simultaneamente no genoma,
um espacador contra um gene enddégeno (hemN) e o gene anti-CRISPR acrlF7, logo,
a expressao de AcrlF7 pode ser responsavel pela manutencéo da viabilidade celular
desse isolado.

Adicionalmente, n&o foi reconhecida a sequéncia PAM adjacente ao
protoespacador incluso no gene hemN em Pae29 e Pae42. A sequéncia PAM é
necessaria para o reconhecimento e clivagem do sitio-alvo pelo complexo efetor do

sistema (LUZ et al., 2021). Essa auséncia de PAM pode ser resultado de mutacdes
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ou da atividade de sistemas de reparo, prevenindo as células dos efeitos deletérios
da autoimunidade. O sistema CRISPR/Cas também possui o potencial de regular a
transcricdo de genes através do bloqueio espacial de regides promotoras, resultando
na repressdo da expressao desses genes (LUO et al., 2015; RATNER et al., 2019;
SAMPSON et al., 2019).

No presente estudo, foi possivel identificar variacées nos niveis de expressao
entre isolados que comportam ou nao o sistema CRISPR/Cas em seu genoma. No
entanto, ndo é possivel inferir se essa mudanca € resultado da a¢do do sistema como
regulador transcricional ou se existe outro mecanismo bacteriano envolvido na
regulacédo desse gene. A auséncia de PAM adjacente ao protoespacador de hemN no
genoma bacteriano contribui para a premissa de que o sistema do tipo I-F nos isolados
clinicos de P. aeruginosa estudados atua apenas em sua funcao primaria como um
mecanismo de protecdo contra elementos genéticos moéveis antes da possivel

integracdo desses elementos no genoma.
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11 CONCLUSOES

a)

b)

d)

A transcricdo dos genes anti-CRISPR em condigbes convencionais de
crescimento sugerem uma expressao constitutiva desses genes, com
consequente inativacdo constante do sistema CRISPR/Cas;

As condi¢des nutricionais possuem um impacto no perfil de expressao de
genes anti-CRISPR. No entanto, as altera¢cdes provocadas nos niveis de
expressdo génica nao sdo uniformes entre os diferentes genes;

Podemos sugerir que a regulacédo da expressao de genes do profago phiCTX
ocorre por outro mecanismo alheio ao sistema CRISPR/Cas, devido a auséncia
de espacador contra este profago no locus CRISPR de isolados sem
transcricdo detectavel de genes de phiCTX.

Alternativamente, o sistema CRISPR/Cas pode estar envolvido na inducdo da
expressado de genes do profago phiCTX, através de danos ao DNA que ativam
a resposta SOS, responséavel pela inducao de profagos;

O gene bacteriano hemN é menos expresso em isolados que possuem 0
sistema CRISPR/Cas, porém estudos adicionais s80 necessarios para
identificar se o sistema CRISPR/Cas € o responsavel por esta repressao na

transcricdo génica.
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APENDICE 1 — GRAFICOS DE EFICIENCIA

Relacéo grafica entre os valores de CT obtidos e logaritmo da concentracdo de DNA

complementar utilizada durante a gRT-PCR para cada gene utilizado nesse estudo.
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Relacéo gréfica entre os valores de CT obtidos e logaritmo da concentracdo de DNA

complementar utilizada durante a gRT-PCR para cada gene utilizado nesse estudo.
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Fonte: A autora.

Legenda: Cada grafico foi obtido a partir de ensaios de qRT-PCR utilizando cada amostra em quatro a
cinco diluicbes seriadas, seguindo uma relacéo de 1:10. Os pontos marcados no plano cartesiano
criam uma tendéncia de linha reta, conhecida como regresséo linear, representada pela equagao y =
ax + b, onde ay € ainclinacdo (slope) e b é a interceptacdo (onde a linha cruza o eixo y). O valor do
slope foi utilizado para calculo das eficiéncias de amplificacdo dos primers.
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APENDICE 2 — CURVAS DE DISSOCIACAO

Graficos de curvas de dissociacdo geradas em cada ensaio de gRT-PCR.
(continua)
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Graficos de curvas de dissociacao geradas em cada ensaio de qRT-PCR.
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Legenda: O repérter derivado, exibido no eixo y, € calculado como a primeira derivada negativa da
fluorescéncia normalizada (Rn) gerada pelo reporter durante a amplificacdo por PCR.



