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RESUMO

A transferéncia génica horizontal (TGH) tem um papel importante na plasticidade evolutiva
dos organismos para novos ambientes e condi¢des, podendo ser favorecida por diversas
relacbes ecologicas, como o0 parasitismo. Exemplos convincentes de TGH tém sido
demonstrados em diferentes parasitos e hospedeiros, como é o caso da transferéncia de
minicirculos de kDNA de Trypanosoma cruzi para o genoma hospedeiro, preferencialmente em
regides de retroelementos LINE-1. Nesse sentido, varias metodologias séo utilizadas para
inferir a presenca de TGH entre organismos ndo relacionados, cada uma com seu préprio
conjunto de caracteristicas e limitagdes. Recentemente, técnicas de marcacdo fluorescente
passaram a ser empregadas para verificar a integracdo e localizacdo de genes candidatos a TGH
no genoma do hospedeiro. Assim, varios estudos j& utilizaram o sistema CRISPR/dCas9 (Cas9
desativada), ligado a proteina verde fluorescente (GFP — Green Fluorescent Protein), para
investigar a organizagcdo e dindmica cromossOmica e visualizar loci genémicos. Embora
nenhum estudo ainda tenha utilizado a técnica para detectar eventos TGH, o sistema mostra-se
promissor para tal, uma vez que possibilita avaliar a organizacdo espaco-temporal dessas
sequéncias no genoma. Neste trabalho, demonstramos a TGH na relacdo parasito-hospedeiro
por metodologia CRISPR/dCas9, utilizando como modelo células infectadas pelo T. cruzi.
Inicialmente, a técnica foi validada com diversos controles, o que mostrou especificidade de
marcacdo e auséncia de alvos inespecificos. Nos grupos experimentais, células HEK-293
infectadas pelo parasito apresentaram pontos fluorescentes no nucleo, em diferentes periodos
analisados, quando transfectadas com RNA guia (JRNA) para sequéncia de KDNA (gkDNA).
Ainda, demonstramos que a transferéncia de kKDNA independe da presenca do parasito, uma
vez que a transfeccdo com gkDNA detectou alvos no genoma de células tratadas com
benznidazol e de células cocultivadas com o parasito em sistema transwell. Além disso, nossos
dados mostram que a infeccdo pelo T. cruzi aumenta a expressao de retroelementos LINE-1.
Em contraste, células transfectadas com gRNA para LINE-1 e posteriormente infectadas
tiveram a expressdo desses retroelementos reprimida em quase 80%. Os resultados obtidos
neste trabalho demonstram que o sistema CRISPR/dCas9 foi capaz de identificar sequéncia de
DNA proveniente de evento TGH no modelo de estudo. Os achados ddo suporte ao uso da
técnica como metodologia complementar na identificacdo e estudo de sequéncias transferidas
horizontalmente entre diferentes organismos.

Palavras-chave: Transferéncia génica horizontal; CRISPR/dCas9; Trypanosoma cruzi;
minicirculos de KDNA.



ABSTRACT

Horizontal gene transfer (HGT) plays an important role in the evolutionary plasticity of
organisms to new environments and conditions, and may be favored by several ecological
relationships, such as parasitism. Convincing examples of HGT have been demonstrated in
different parasites and hosts, as is the case of the transfer of Trypanosoma cruzi KDNA
minicircles to the host genome, preferentially in regions of LINE-1 retroelements. In this sense,
several methodologies are used to infer the presence of HGT among unrelated organisms, each
with its own set of characteristics and limitations. Recently, fluorescent labeling techniques
have been used to verify the integration and localization of HGT candidate genes in the host
genome. Thus, several studies have already used the CRISPR/dCas9 system (Cas9 deactivated),
linked to GFP, to investigate chromosomal organization and dynamics and visualize genomic
loci. Although no study has yet used the technique to detect HGT events, the system shows
promise for this, since it makes it possible to evaluate the space-time organization of these
sequences in the genome. In this work, we demonstrate lateral gene transfer in the host-parasite
relationship using the CRISPR/dCas9 methodology, using T. cruzi-infected cells as a model.
Initially, the technique was validated with several controls, which showed labeling specificity
and absence of nonspecific targets. In the experimental groups, HEK-293 cells infected by the
parasite showed fluorescent spots in the nucleus, at different periods analyzed, when transfected
with guide RNA (gRNA) for the KDNA sequence (gkDNA). Furthermore, we demonstrate that
kKDNA transfer does not depend on the presence of the parasite, since gkDNA transfection
detected targets in the genome of cells treated with benznidazole and cells co-cultured with the
parasite in the transwell system. Furthermore, our data show that T. cruzi infection increases
the expression of LINE-1 retroelements. In contrast, cells transfected with LINE-1 gRNA and
later infected had the expression of these retroelements repressed by almost 80%. The results
obtained in this work demonstrated that the CRISPR/dCas9 system was able to identify the
DNA sequence from the HGT event in the study model. The findings support the use of the
technique as a complementary methodology in the identification and study of horizontally
transferred sequences between different organisms.

Keywords: Horizontal gene transfer; CRISPR/dCas9; Trypanosoma cruzi; KDNA minicircles.
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1 INTRODUCAO

1.1 Transferéncia génica horizontal

Evolutivamente, a arvore da vida se origina a partir da “descendéncia com
modifica¢do”, onde o genoma da progénie pode diferir do da linhagem parental por meio de
genes que sdo frequentemente perdidos, duplicados ou adquiridos de fontes externas por
transferéncia génica horizontal (TGH) (HUSNIK; MCCUTCHEON, 2018). A esse respeito, a
TGH, processo pelo qual o DNA de um organismo ¢é transferido para outro organismo de
espécie ndo relacionada, foi inicialmente descrita como um importante mecanismo evolutivo
em bactérias e arqueas (GOGARTEN; TOWNSEND, 2005; KOONIN, 2016), mas logo se
verificou que essa troca de informac@es genéticas entre espécies diferentes também tinha um
papel importante na evolugdo de numerosos organismos, sendo cada vez mais reconhecida
como um canal genémico entre eucariotos (ANDERSSON, 2005; KEELING; PALMER,
2008).

A TGH bem-sucedida envolve vérias etapas, que vao desde a introducdo do DNA
externo na célula receptora até a sua incorporagdo no genoma, seja acidentalmente por reparo
do DNA do hospedeiro ou por um mecanismo de integragéo ativo (SIBBALD et al., 2020).
Entre organismos intimamente relacionados, a similaridade composicional entre os genomas do
doador e do receptor promove a recombinacdo homologa, levando a uma integracao
simplificada do material importado (SKIPPINGTON; RAGAN, 2011; SOUCY; HUANG;
GOGARTEN, 2015). Além disso, para que o gene transferido horizontalmente sobreviva na
linhagem do receptor, deve fornecer alguma vantagem adaptativa; caso contrario, seu destino
estara sujeito a processos genéticos populacionais, incluindo selecdo natural e deriva genética
(ANDERSSON, 2005).

Em bactérias, o DNA ¢ transferido horizontalmente por trés mecanismos:
transformacéo, transducéo e conjugacao. A transformacao é a absorc¢éo direta de DNA exdgeno
do ambiente por uma célula. A transducdo é uma transferéncia de DNA mediada por virus
através de fagos. A conjugagdo requer um contato célula-célula, onde o material genético é
transferido por meio de um pilus de conjugacdo (SOUCY; HUANG; GOGARTEN, 2015).
Todos esses processos sdo responsaveis pela variacdo do conteudo génico entre as espécies
procarioticas. Ja em organismos nucleados, a TGH pode ocorrer de duas formas: transferéncia
de genes das organelas com origem endossimbidtica (mitocdndria e plastidio) para o nlcleo da

célula eucaridtica (SYVANEN, 1994) e transferéncia entre espécies ndo relacionadas
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(ANDERSSON, 2005). No altimo caso, a transferéncia pode ser explicada a partir de eventos
patogénicos, como infeccdo viral, fagocitose e parasitismo (WIJAYAWARDENA,
MINCHELLA; DEWOODY, 2013).

1.2 Transferéncia génica horizontal entre parasitos e hospedeiros

Parasitos e hospedeiros tém, geralmente, uma associacgéo fisica intima e de longo prazo,
frequentemente caracterizada por fortes pressdes reciprocas exercidas um sobre o outro (VAN
VALEN, 1973). Neste caso, a diversidade genética pode ser seletivamente favorecida em
ambos os organismos, uma vez que ha amplas oportunidades para a troca de material genético
(AGEITOS; VINAS; VILLA, 2019). Assim, os genes adquiridos horizontalmente dos
hospedeiros podem, por exemplo, fornecer aos parasitos a capacidade de evadir o sistema
imunolégico do hospedeiro, e os genes transferidos dos parasitos podem melhorar a resisténcia
do hospedeiro (WIJAYAWARDENA; MINCHELLA; DEWOODY, 2013).

Diversos exemplos de trocas genéticas tém sido demonstrados desde a primeira
evidéncia de transferéncia de elementos transponiveis (TE — Transposable Element) entre
espécies de Drosophila (DANIELS et al., 1990). A estreita associacéo entre plantas parasitarias
e seus hospedeiros os torna excelentes modelos para o estudo de TGH (PETERSEN et al.,
2020). E o caso da angiosperma holoparasita Lophophytum mirabile, cujo genoma mitocondrial
possui 35 dos 44 genes adquiridos de varios hospedeiros leguminosos. Curiosamente, a maioria
dos genes exdgenos sdo altamente transcritos e editados com eficiéncia por RNA (SANCHEZ-
PUERTA et al., 2017, 2019). Da mesma forma, 1,2% do genoma do parasito endofitico Sapria
himalayana, incluindo genes e contetdo intergénico, é derivado de transferéncias horizontais
de seus hospedeiros e contém genes potencialmente adaptativos para o parasitismo, como
defensina e quitinase, que codificam proteinas relacionadas a defesa ou resposta ao estresse
(CAletal., 2021).

Varios casos de TGH entre parasitos unicelulares e seus hospedeiros também ja foram
relatados (EME et al., 2017; HERRERA et al., 2021; KISHORE; STILLER; DEITSCH, 2013;
MOREIRA et al., 2017). Parasitos protozoarios vivem sobre ou dentro de outros organismos,
0 que aumenta a possibilidade de genes serem adquiridos horizontalmente e, posteriormente,
repassados verticalmente. Essa via evolutiva € potencialmente vantajosa para esses parasitos,
fornecendo novas fungdes bioldgicas e capacidade de se adaptarem rapidamente a novos
ambientes e condi¢Oes (RICHARDS et al., 2003). Por exemplo, um estudo documentou que

Blastocystis spp., um protozoario entérico dos seres humanos que esta relacionado a episodios
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diarreicos, adquiriu aproximadamente 2,5% de seus genes de organismos procariotos e
eucariotos através de TGH. Esses genes adquiridos forneceram adaptagdo ao ambiente
intestinal, como homeostase do pH e resisténcia ao estresse oxidativo. Varios dos genes
transferidos lateralmente parecem ter vindo de hospedeiros animais, e outros parecem ter sido
provenientes de trocas com outros protistas da mucosa, como Trichomonas, Giardia e
Entamoeba (EME et al., 2017).

Ainda, Plasmodium falciparum, agente etioldgico da maléria, parece ter adquirido genes
funcionais da maquinaria epigenética de hospedeiro animal. O gene transferido coordena a
expressdo de outros genes envolvidos na evaséo do sistema imune em apicomplexas modernos
(KISHORE; STILLER; DEITSCH, 2013). O agente causador da doenga de Chagas,
Trypanosoma cruzi, também teve eventos de TGH descritos, com varios estudos identificando
0 DNA do cinetoplasto (KDNA) do parasito no genoma da célula hospedeira (GUIMARO et
al., 2014; TEIXEIRA, A. R. L. et al., 2012; TEIXEIRA et al., 1994, 2011b) e em diferentes
tecidos de camundongos infectados (WESLEY et al., 2019), sugerindo integracdo apds
infeccdo. Além disso, 0 KDNA do T. cruzi parece ser transmitido verticalmente em humanos,
uma vez que foi detectado em células germinativas de individuos infectados e seus
descendentes (HECHT et al., 2010). A TGH na doenca de Chagas sera mais bem explorada
adiante.

1.3 Transferéncia génica horizontal e elementos transponiveis

Em teoria, 0 DNA exdgeno pode ser incorporado em qualquer lugar do genoma receptor,
desde que ndo comprometa o funcionamento de um elemento gendmico existente. No entanto,
observa-se uma preferéncia de sequéncias transferidas horizontalmente por regides
enriquecidas em transposons e retrotransposons, segmentos de DNA capazes de se moverem
de um locus para o outro, muitas vezes se duplicando (SIEBER; BROMLEY; DUNNING
HOTOPP, 2017). Digno de nota, os TEs tém a capacidade de se mobilizar entre genomas de
espécies filogeneticamente distantes através de vetores mdveis, como virus e parasitos
(GILBERT et al., 2010; GILBERT; FESCHOTTE, 2018).

Os TEs séo classificados em duas classes principais, dependendo do seu mecanismo de
transposicdo. A classe | contém os chamados retroelementos ou retrotransposons, que se
movem por meio de transcritos reversos que se reintegram no genoma. Os elementos desta
classe foram ainda divididos em retrotransposons com longas repeti¢des terminais (LTR — Long

Terminal Repeat) e em retrotransposons ndao-LTR, com base na sua estrutura organizacional
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(WICKER et al., 2007). Os elementos de classe Il, ou DNA transposons, se mobilizam por
meio de um DNA intermedidrio, seja por um mecanismo “recorta e cola”, catalisado por
enzimas transposases, ou por replicacdo de DNA em circulos rolantes (helitrons) (THOMAS;
PRITHAM, 2015).

Cada classe de TEs contém elementos autbnomos e ndo-autbnomos. Elementos
autdbnomos codificam todas as proteinas necesséarias para sua mobilizagdo. Eles utilizam uma
enzima transcriptase reversa que usa o transcrito como modelo para produzir uma sequéncia de
DNA complementar (cDNA) que se reinsere aleatoriamente em um novo sitio gendémico. Este
¢ o chamado mecanismo de “copia e cola”. Por outro lado, elementos ndo-autbnomos dependem
da atividade retrotransposon provida por elementos autdbnomos para mobilidade.
Retrotransposons ndo-LTR sédo divididos em elementos autbnomos LINES (Long Interspersed
Elements) e ndo-autbnomos SINEs (Short Interspersed Elements) (COLONNA ROMANO;
FANTI, 2022; WICKER et al., 2007).

Os genomas de vertebrados séo amplamente compostos por TEs, cujas sequéncias tém
sido usadas para decifrar a evolugdo da arquitetura do genoma ao longo de milhdes de anos
(ALMEIDA et al., 2022; COLONNA ROMANO; FANTI, 2022; ZATTERA; BRUSCHI,
2022). De fato, aproximadamente 50% do genoma humano consiste em elementos
transponiveis (SCHAACK; GILBERT; FESCHOTTE, 2010), dos quais os retroelementos
LINE-1 (L1) sdo os unicos retrotransposons conhecidamente ativos e representam cerca de 17%
do nosso genoma (LANDER et al., 2001). Possuem aproximadamente 6 kb de comprimento,
um promotor bidirecional na regido 5’ nao traduzida (UTR — Untranslated Region), duas fases
de leitura abertas (ORF — Open Reading Frame) e uma regido 3’ UTR pontuada por uma cauda
poli(A) (Figura 1Error! Reference source not found.) (PROTASOVA; ANDREEVA,
ROGAEYV, 2021; SCOTT et al., 1987). O L1 5> UTR abriga um promotor interno de RNA
polimerase II que direciona a transcrigdo a partir da extremidade 5° do elemento (SWERGOLD,
1990); também contém sitios de ligacdo de acdo cis para multiplos fatores de transcri¢cdo (BECK
etal., 2011).

LINE-1
Promotor
bidirecional
ORF1 ORF2
B : > Cauda poli(A)
N LDAT Tm ] DCT | [ T
5° UTR ORF0 3' UTR

Figura 1: Estrutura de LINE-1. Esquema representativo demonstrando os componentes da estrutura de LINE-
1. Abreviagdes: UTR, regido ndo traduzida; N, dominio N-terminal; DAT, dominio amino-terminal; MRR, motivo
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de reconhecimento de RNA; DCT, dominio carboxil-terminal; EN, endonuclease; RT, transcriptase reversa; C,
dominio rico em cisteina. Adaptado de (PROTASOVA; ANDREEVA; ROGAEV, 2021).

A ORF1 humana codifica a ORF1p, uma proteina com atividade de chaperona de acido
nucleico que parece ser necessaria para a integracdo de L1 (MARTIN; BUSHMAN, 2001).
ORF1p tem um dominio amino-terminal, um motivo de reconhecimento de RNA localizado
centralmente e um dominio carboxil-terminal basico (HOLMES; SINGER; SWERGOLD,
1992; KHAZINA; WEICHENRIEDER, 2009; MORAN et al., 1996). J4 a ORF2 codifica a
proteina ORF2p, que possui atividades de endonuclease e transcriptase reversa que séo criticas
para a retrotransposicdo de L1. ORF2p contém um dominio rico em cisteina de funcéo
desconhecida proximo ao seu terminal carboxila, que é necessario para a retrotransposicdo
(BECK et al., 2011; FENG et al., 1996; MATHIAS et al., 1991; MORAN et al., 1996). Na
direcdo oposta, a recém descoberta ORFO e dois promotores antisense estdo localizados na
regido 5° UTR. A fungdo de ORFO ainda ¢ pouco compreendida. No entanto, ela parece estar
envolvida no aumento da mobilidade de L1 (DENLI et al., 2015; MATLIK; REDIK; SPEEK,
2006).

1.4 Deteccdo e avaliacéo de eventos de transferéncia génica horizontal

O estudo de TGH é fundamental por varios motivos. Primeiro, do ponto de vista médico,
a TGH desempenha um papel significativo no surgimento de novas doengas humanas, como
infeccBes bacterianas, canceres e varias doencas genéticas (BABAIAN et al., 2016;
BORGEAUD et al., 2015; EMAMALIPOUR et al., 2020; JANG et al., 2019; PATERSON et
al., 2016; PAYER; BURNS, 2019). De uma perspectiva evolutiva, a TGH mudou 0s conceitos
pré-existentes sobre o genoma, as espécies e como elas sdo distribuidas e interconectadas na
arvore da vida. Geneticamente, a TGH é uma importante fonte de aquisicdo de genes por
organismos e muitas vezes resulta em adaptacdes a novos ambientes e condi¢des (AGEITOS;
VINAS; VILLA, 2019). Vale notar que a transferéncia de material genético entre parasitos e
seus hospedeiros parece ter auxiliado na evolucdo do parasitismo; previamente revisado e
discutido (WIJAYAWARDENA; MINCHELLA; DEWOODY, 2013). Devido a importancia
desses eventos, um numero crescente de novos estudos estdo sendo realizados para elucidar os
processos e implicagdes da TGH.

Diversas metodologias utilizadas para inferir a presenca de TGH em procariotos foram
aplicadas a eucariotos (Figura 2), cada uma com seu proprio conjunto de caracteristicas e

limitagdes. O padrdo-ouro para identificar eventos TGH é a analise filogenética, que mostra
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diferentes padrdes de ramificacdo entre duas arvores génicas, uma das quais vem da espécie de
referéncia. Em estudos filogenéticos, diferentes abordagens sdo empregadas para construir
arvores filogenéticas e comparar topologias, como maxima verossimilhanca, maxima
parcimonia, juncao de vizinhos e inferéncia bayesiana. No entanto, o nimero limitado de sitios
no alinhamento pode causar erros estocasticos (ou erros aleatorios), notadamente em sequéncias
altamente repetitivas (PHILIPPE; TELFORD, 2006). Ainda que o0s erros aleatdrios na analise
filogenética tenham sido significativamente reduzidos como resultado da recente explosdo de
sequenciamentos de genomas, observou-se que 0s erros sistematicos aumentaram com
alinhamentos mais longos (KAPLI; YANG; TELFORD, 2020). Desta forma, é crucial
reconhecer que os métodos de reconstrucao filogenética ndo sdo perfeitos, e desvios no padréo
de ramificacdo da arvore de referéncia podem até ser indicativos de TGH, mas requerem uma

investigacdo mais aprofundada.
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Analise filogenética
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Figura 2: Principais metodologias utilizadas para identificar eventos de transferéncia génica horizontal.
Cada abordagem possui particularidades que devem ser combinadas adequadamente para identificar corretamente
esses eventos. Elaborado pela propria autora.

Analise paramétrica

Métodos de sequenciamento de alto rendimento permitem investigacdes genémicas de
espécies candidatas a TGH. Essas tecnologias mais recentes abrangem uma variedade de
estratégias que dependem de uma combinacdo de preparacdo de modelo, sequenciamento e
imagem, bem como alinhamento do genoma e métodos de montagem (METZKER, 2010).

Ferramentas avangadas de bioinformatica foram desenvolvidas recentemente para auxiliar nas
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anélises (MCINNES et al., 2020). Por exemplo, o0 MetaCHIP permite que os pesquisadores
investiguem TGHs entre membros de uma comunidade microbiana usando uma combinacéo de
abordagens filogenéticas e de melhor correspondéncia (SONG et al., 2019). Uma técnica de
binning desenvolvida recentemente faz uso de assinaturas de metilacdo de DNA detectadas por
sequenciamento de molécula Gnica em tempo real. Esse método aproveita esse mecanismo
epigenético para melhorar a segregacéo do genoma e vincular elementos genéticos méveis aos
seus cromossomos hospedeiros (BEAULAURIER et al., 2018). No entanto, abordagens
puramente bioinformaticas ainda sdo limitadas em sua capacidade de identificar com precisao
todos os eventos TGH e, embora esses métodos possam filtrar contaminacfes apds o
sequenciamento, eles também podem remover verdadeiros positivos (SCHONKNECHT;
WEBER; LERCHER, 2014).

Depois que as leituras dos sequenciamentos de nova geracdo (NGS — Next-generation
Sequencing) s@o geradas, elas sdo alinhadas a uma sequéncia de referéncia conhecida. A
ferramenta bésica de alinhamento BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (NCBI
RESOURCE COORDINATORS, 2018) ¢ amplamente usada para pesquisa e comparacao de
sequéncia inicial. Os candidatos a TGH podem compartilhar mais semelhancas com parentes
distantes do que com parentes proximos, ou podem ter uma distribuicdo irregular de uma
familia de proteinas (SCHONKNECHT; WEBER; LERCHER, 2014). Na maioria dos casos,
as sequéncias das abordagens BLAST sdo usadas para amplificacéo direta de genes de interesse
por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou estudos de expressdo génica por PCR de
transcrico reversa quantitativa (RT-qgPCR) (AGEITOS; VINAS; VILLA, 2019). A presenca
de um gene estranho nesses casos pode ser consistente com o conceito de TGH. No entanto, a
duplicacdo de genes seguida de perda diferencial de genes é uma alternativa a TGH
(GOGARTEN; TOWNSEND, 2005).

Os genes transferidos lateralmente podem exibir uma composicao de base que difere do
restante do genoma, refletindo a composicdo de base do genoma do doador. A andlise
paramétrica usa desvios no conteudo de guanina/citosina (GC), frequéncias de
oligonucleotideos ou padrdo de cddons (AZAD; LAWRENCE, 2011; BECQ; CHURLAUD;
DESCHAVANNE, 2010) para identificar candidatos a TGH. Assim, espera-se que esses genes
exibam o viés de codon de organismos “doadores”. Por outro lado, a perda de genes ou a
divergéncia réapida de sequéncia pode resultar em padrdes de distribuicdo desiguais (EISEN,
2000). Além disso, os métodos paramétricos sdo mais sensiveis para detectar TGHSs recentes

porque, ao longo do tempo, a composicao das bases exdgenas tende a se homogeneizar com o
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DNA receptor por um processo chamado de melhoramento (DREZEN et al., 2017). Portanto,
esses métodos sdo de valor limitado para identificar esses eventos.

Técnicas de marcacdo fluorescente foram recentemente empregadas para verificar a
integracéo e localizacdo de genes candidatos a TGH no genoma do hospedeiro. Por exemplo, a
hibridizag&o in situ por fluorescéncia (FISH) foi usada para confirmar as inser¢des de DNA da
bactéria Wolbachia spp. em varios cromossomos de artropodes (BRELSFOARD et al., 2014;
FUNKHOUSER-JONES et al., 2015).

Outra técnica desenvolvida recentemente mostra-se promissora para detectar eventos
TGH. E possivel visualizar sequéncias especificas de DNA enddgeno em células vivas
desativando a Cas9 (dCas9), uma proteina associada ao sistema CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) (CHEN; GUAN; HUANG, 2016). Vérios estudos ja
utilizaram o sistema CRISPR/dCas9, que estd ligado a proteina verde fluorescente (GFP —
Green Fluorescent Protein), para investigar a organizacdo e dindmica cromossomica, bem
como visualizar diferentes loci gendmicos (GUO et al., 2019; KHOSRAVI et al., 2020; WU et
al., 2020). Assim, o sistema tem um enorme potencial para identificar a integracao e localizacédo
de sequéncias candidatas a TGH, embora nenhum estudo ainda tenha utilizado a técnica para

este fim.

1.5 CRISPR/Cas9 como metodologia complementar para identificacdo de eventos de

transferéncia génica horizontal

O sistema CRISPR tipo Il, derivado de Streptococcus pyogenes, utiliza uma proteina
Cas9 para reconhecer sequéncias de DNA, com especificidade de alvo determinada apenas por
um pequeno RNA guia (JRNA) e um motivo adjacente ao protoespacador (PAM), uma
sequéncia NGG, onde N é qualquer nucleotideo. Apoés a ligacdo ao DNA alvo, o complexo
Cas9-gRNA gera uma quebra de fita dupla do DNA (Figura 3) (DOUDNA; CHARPENTIER,
2014; WIEDENHEFT; STERNBERG; DOUDNA, 2012). Ao aproveitar essa atividade de
nuclease guiada por RNA, o CRISPR pode ser reajustado para editar os genomas de uma ampla
variedade de organismos (WANG; DOUDNA, 2023).

Além disso, a proteina Cas9 pode ter a fungdo nuclease desativada (“dead” Cas9 -
dCas9) para que se ligue a sequéncia alvo sem causar quebra na fita de DNA, o que permitiria
outras aplicaces. Por exemplo, através da fusdo de dominios reguladores com a dCas9, a
CRISPR de interferéncia (CRISPRI) e a CRISPR de ativacdo (CRISPRa) tém sido usadas para
regular a expressao de genes endégenos (DOMINGUEZ; LIM; Ql, 2016; WANG; LA RUSSA,;
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Ql, 2016). Ainda, a capacidade de ligagdo programéavel da dCas9 também foi adaptada para
geracdo de imagens de sequéncias especificas de DNA endogeno de células vivas. Em sua
primeira versdo, a dCas9 foi fundida diretamente com proteinas fluorescentes, como a GFP, e
um gRNA estruturalmente otimizado que melhorasse a interacdo com a proteina dCas9 (CHEN
etal., 2013).
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Figura 3: Representacdo esquematica do funcionamento do complexo Cas9/gRNA. A enzima Cas9 €
combinada ao RNA guia (JRNA), que inclui uma sequéncia de RNA de 20 nucleotideos complementar a sequéncia
alvo (espagador), e uma sequéncia que ird se ligar e estabilizar a proteina Cas9 (estrutura). Ap6s a formagéo do
complexo, o sistema CRISPR ir4 se ligar & regido de DNA e produzir uma quebra de fita dupla (DSB) no local
definido pela sequéncia de gRNA. Quebras de fita dupla sdo reparadas preferencialmente por juncdo de
extremidades ndo homdlogas (NHEJ), um mecanismo que frequentemente causa insercGes, dele¢des ou mudanga
na matriz de leitura (frameshift) no DNA. Inser¢des e dele¢des (indels) geralmente levam a mudangas de estrutura,
criando perda de funcdo em alelos. Quando um modelo de reparo esta presente, a célula pode reparar a fita dupla
usando reparo direcionado por homologia (HDR). Adaptado de (ADDGENE, 2023).

O recrutamento de varias copias de uma proteina para um substrato alvo (por exemplo,
DNA, RNA ou proteina) auxilia, consideravelmente, na amplificagdo de sinal em sistemas
bioldgicos. Por exemplo, a ligacdo de varias copias de um fator de transcricdo a um anico
promotor aumentou drasticamente a ativag&o transcricional do gene alvo (CHEN; AZIZKHAN;
LEE, 1992). O principio da amplificacdo de sinal via multimerizagdo de proteinas também tem
sido amplamente utilizado na geragdo de imagens. Inicialmente, buscou-se desenvolver um
sistema no qual dominios de proteinas se ligassem com alta afinidade a uma sequéncia de acidos
nucleicos relativamente curta. Dessa forma, anticorpos passaram a ser utilizados, uma vez que

possuem alta afinidade e especificidade e, 0 que é mais importante, podem ser projetados
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epitopos peptidicos que diferem das sequéncias que ocorrem naturalmente no genoma (COLBY
et al., 2004).

Para aumentar os sinais emitidos, um estudo desenvolveu um sistema denominado
SunTag que contém varias copias (até 24 copias) de epitopos peptidicos GCN4 adicionadas a
dCas9. Alguns pares anticorpo-peptideo ja haviam sido testados previamente, porém apenas 0
par GCN4 apresentou ligag&o robusta e especifica sem danificar a morfologia da estrutura alvo
(TANENBAUM et al., 2014). A fusdo da GFP com um fragmento de anticorpo de cadeia unica
(scFv — single-chain variable fragment) contra o peptideo GCN4 permite que mais copias de
proteinas fluorescentes sejam recrutadas para um Unico complexo dCas9/gRNA (Figura 4).
Posteriormente, € possivel analisar se as proteinas de fusdo anticorpo-GFP foram recrutadas
para o sitio alvo por microscopia de fluorescéncia, o que indicaria ligacdo entre anticorpo e
peptideo (HONG et al., 2018).

24 x GCN4
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Figura 4: O sistema SunTag permite a amplificacdo de sinal para geracdo de imagens no genoma.
Representacéo esquematica mostrando o sistema SunTag. Neste caso, 0 complexo CRISPR/dCas9 é fundido com
uma matriz contendo 24 cépias de peptideos GCN4. Essa matriz é capaz de recrutar multiplas cépias de scFv-
GFP, permitindo a marcagéo de loci gendmicos em células vivas. Adaptado de (CHAUDHARY et al., 2020).

Assim, o sistema CRISPR oferece uma abordagem complementar ao FISH ou ao uso de
proteinas de ligacdo ao DNA para geracdo de imagens. A capacidade de amplificar sinais
bioldgicos através da multimerizacéo controlada de proteinas permite aplicaces adicionais em
pesquisa bioldgica e biotecnoldgica. Desse modo, a utilizagdo dessa metodologia em estudos
com T. cruzi pode contribuir para a comprovacgéo de transferéncia e integracdo de KDNA do
parasito em células hospedeiras. De forma geral, a técnica pode representar uma estratégia
complementar para visualizar a organizacéo e a dindmica de sequéncias transferidas em eventos
TGH.

1.6 Modelo de estudo: transferéncia génica lateral em infecgdes por Trypanosoma cruzi
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1.6.1 Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

Trypanosoma cruzi € um protozoario hemoflagelado da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae; um antigo grupo monofilético eucariético que inclui espécies monoxénicas
e heteroxénicas (JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2020). Agente etiolégico da doenca de Chagas
(DC), foi descrito pela primeira vez pelo médico Carlos Chagas em 1909, juntamente com seu
ciclo de vida, vetor e sintomas da doenca (CHAGAS, 1909). Desde entdo, milhdes de pessoas
ja foram infectadas por T. cruzi, sendo atualmente 6 a 7 milhdes de pessoas infectadas no mundo
todo (WHO, 2022). Além disso, estima-se que mais de 75 milhdes de pessoas estdo em risco
de contrair a infeccdo, 0 que torna o parasito uma preocupacdo de saude global (DNDI, 2022;
WHO, 2022).

Em éareas endémicas, a transmissdo do parasito ocorre principalmente pela via vetorial,
especialmente por meio de trés espécies de insetos triatomineos, popularmente conhecidos
como barbeiros: Triatoma infestans, T. dimidiata e Panstrongylus megistus (BERN et al., 2019;
WHO, 2022). Outras vias de transmissdo ndo vetoriais, como transfusdo de sangue e
transmissdo congénita, constituem as principais formas de infeccdo em humanos em areas
urbanas e paises ndo endémicos (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010; WHO, 2022). Ainda,
0 parasito pode ser disseminado pela via sexual (ARAUJO et al., 2017; RIBEIRO et al., 2016)
ou por meio de alimentos ou bebidas; via de transmissdo geralmente responsavel por surtos
regionais de infeccdo aguda, resultando em manifestacdes clinicas mais severas e alta taxa de
mortalidade (PEREIRA et al., 2009).

T. cruzi possui um ciclo de vida heteroxénico (Figura 5), alternando em diferentes
formas evolutivas nos insetos vetores e hospedeiros mamiferos (RASSI; RASSI; MARIN-
NETO, 2010). Os insetos se infectam por meio de repasto sanguineo em animais ou seres
humanos que possuem formas tripomastigotas circulantes. No trato digestivo do vetor,
tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas, principal estagio de replicacdo no hospedeiro
invertebrado. Os epimastigotas migram para a porcao final do intestino e se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos infecciosos, que sdo excretados com as fezes do vetor. A infeccdo
ocorre quando estas formas invadem o organismo hospedeiro através da mucosa ou por leséo,
preexistente ou decorrente da picada do inseto (RASSI; RASSI; MARCONDES DE
REZENDE, 2012).

Uma vez no hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas metaciclicos invadem varios

tipos de celulas através de um mecanismo mediado por lisossomos (BURLEIGH; ANDREWS,
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1995). No citoplasma, o parasito se diferencia na forma amastigota e comeca a se replicar por
fiss@o binaria. Quando a célula esta repleta por amastigotas, elas se transformam novamente em
tripomastigotas pelo crescimento de flagelos. Estes lisam as células, invadem os tecidos
adjacentes e se espalham pelos vasos linfaticos e sanguineos para sitios distantes,
principalmente células musculares (cardiacas, lisas e esqueléticas), onde passam por novos
ciclos de multiplicacéo intracelular. O ciclo é completado quando os tripomastigotas circulantes
sdo captados em repastos sanguineos por insetos vetores (RASSI; RASSI; MARIN-NETO,
2010).
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Figura 5: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. O parasito é transmitido principalmente por insetos vetores em

paises endémicos. 1) Tripomastigotas metaciclicos liberados nas fezes do triatomineo durante o repasto sanguineo
entram no hospedeiro mamifero através de membranas mucosas ou lesdes na pele e invadem células locais. 2)
Apos a invasao celular, o parasito fica retido dentro de um vacuolo parasitoforo (VP), de onde escapa, transforma-
se em amastigota e se multiplica no citosol. 3) Apos a divisdo binaria, as formas amastigotas se diferenciam
novamente em tripomastigotas altamente moveis que sdo liberados pela lise celular. 4) Estes conseguem infectar
células vizinhas, migrar para diferentes tecidos ou ser ingeridos por um inseto vetor. Adaptado de (MORETTI;
MORTARA; SCHENKMAN, 2020).

Ap0s a primeira infeccéo, inicia-se a fase aguda da DC, quase sempre assintomatica,
mas caracterizada por alta parasitemia (Figura 6). Na transmissdo vetorial, a presenca de
nodulo cutaneo (chagoma) ou edema palpebral unilateral (sinal de Romafia) pode indicar o sitio
de inoculagdo (ECHEVERRIA; MORILLO, 2019; RASSI; RASSI; MARCONDES DE
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REZENDE, 2012). A infecgéo persiste com baixa parasitemia e a doenca progride para uma
fase cronica imprevisivel. Aproximadamente 30% dos pacientes infectados evoluem com
manifestacdes clinicas severas que incluem danos ao coracdo e ao trato gastrointestinal,
popularmente conhecidos como megacardio, megaeséfago e megacolon (PEREZ; LYMBERY;
THOMPSON, 2015). O tratamento da DC se baseia em dois farmacos licenciados ha mais de
50 anos: nifurtimox e benznidazol. Ambos 0s compostos apresentam baixa eficacia na fase
crénica da infeccéo e significativas reagcdes adversas, ressaltando a importancia do diagnostico
e intervencéo precoces (COURA; CASTRO, 2002; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).
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Figura 6: Curso clinico da doenca de Chagas. O periodo de incubacdo de T. cruzi dura de 5 a 10 dias, sendo
seguido pela fase aguda da infeccdo. Podendo ser oligossintomatico, esse estadgio é caracterizado por alta
parasitemia e elevada producdo de anticorpos IgM, que comecam a diminuir apds 4 semanas. Durante a fase
crbnica, a parasitemia permanece quase indetectavel no sangue periférico e h aumento na producéo de anticorpos
IgG anti-T. cruzi. Cerca de 30 a 40% dos pacientes infectados podem desenvolver manifestagGes clinicas cronicas,
como cardiomiopatia, megaesdfago/cdlon ou cardiodigestiva. 1: Parasitemia no sangue periférico; 2: Parasitemia
nas células/tecido; 3: ManifestacBes clinicas na infec¢do por T. cruzi; 4: Gréfico representando periodo de
incubacdo do parasito (linha roxa), parasitemia (linha vermelha), curva de producéo de anticorpos IgM anti-T.cruzi
(linha verde tracejada) e 1gG anti-T. cruzi (linha azul tracejada). Fonte: (MORAES, 2022).

Duas teorias s@o propostas para explicar a patogénese da DC: 1) Persisténcia parasitaria
com ruptura das células infectadas e liberacdo de antigenos do parasito que estimula processo
inflamatorio (GUTIERREZ et al., 2009; ZHANG; TARLETON, 1999); e 2) Rejeicdo
autoimune de células-alvo pelas células efetoras inflamatdrias do sistema imunologico
(BONNEY; ENGMAN, 2008; SANTOS-BUCH; TEIXEIRA, 1974; TEIXEIRA et al., 2006).

Apesar de distintas, essas teorias ndo sdo excludentes. Wesley et al. (2019) sugeriram uma
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teoria integrativa ao demonstrar que carga parasitaria, integracdo de kDNA e reacdo
inflamatoria estdo associadas. Anélises de correlagdo em camundongos infectados revelaram
que altas taxas de integracdo de KDNA no coracdo e na medula Gssea estavam associadas ao
aumento de anticorpos IgG contra T. cruzi e proteinas cardiacas. Do mesmo modo, alta carga
parasitaria no coragdo estava relacionada com aumento de citocinas pro-inflamatérias e
producdo de autoanticorpos contra proteinas do coracdo e do intestino, representando uma

ligacdo direta entre persisténcia parasitaria e autoimunidade (WESLEY et al., 2019).

1.6.2 Aspectos genéticos de Trypanosoma cruzi

T. cruzi armazena DNA gendmico (DNA nuclear, nDNA) em um nucleo envolto por
membranas contendo poros tipicos de eucariotos. O genoma contém 60,3 Mpb, e a quantidade
de DNA total varia de 125 a 280 fg/célula (LEWIS et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2011a). Essas
diferencas sdo explicadas pelo nimero e tamanho relativo de cromossomos devido a insergoes,
duplicacdes e delecdes, ou pelo conteddo relativo de células hapldides, dipldides ou
aneuploides, durante o processo de crescimento (CAMPBELL; STURM, 2012). O
sequenciamento completo do genoma de T. cruzi revelou que o parasito codifica cerca de
22.570 proteinas distintas, das quais 12.570 representam pares alélicos. Mais de 50% do
genoma consiste em sequéncias repetidas, como retrotransposons e genes de grandes familias
de moléculas de superficie, incluindo trans-sialidases, mucinas e proteina de superficie
associada a mucina (MASP) (EL-SAYED et al., 2005).

Além disso, T. cruzi se caracteriza por possuir uma mitocondria Unica, onde se encontra
o cinetoplasto, cuja posi¢cdo em rela¢do ao nucleo muda durante o ciclo de vida (Figura 7). Essa
estrutura discéide é formada por um conjunto de filamentos semelhante a uma rede composta
por uma grande quantidade de DNA extranuclear denominado DNA do cinetoplasto (kDNA)
(RIOU; DELAIN, 1969). A rede de KDNA compreende 15 a 30% do DNA celular total e €
constituida por dois tipos de anéis de DNA: dezenas de maxicirculos (20 a 40 kb) e milhares de
minicirculos (1,4 kb) que estéo entrelagados entre si (Figura 8). Os maxicirculos séo estrutural
e funcionalmente analogos ao DNA mitocondrial em eucariotos superiores, codificando RNAs
ribossémicos e subunidades de complexos respiratérios (CAMPBELL; THOMAS; STURM,
2003; THOMAS et al., 2007).

O minicirculo de T. cruzi possui quatro regides conservadas (122 pb) intercaladas por
regibes hipervariaveis (~240 pb). A regido conservada é composta por um bloco de sequéncia

rico em adenina/citosina, que pode ser a origem da replicacéo, transcricdo, recombinacdo e um
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local especifico para mediar a transferéncia de KDNA para o hospedeiro (HECHT et al., 2010;
TEIXEIRA et al., 2011a). Sua principal funcdo é codificar gRNAs, que modificam o0s
transcritos do maxicirculo por extensa insercdo ou delecdo de uridina, em um processo
conhecido como edicdo de RNA, que resultard na producdo de RNAs mensageiro (RNAmM)
funcional (MADISON-ANTENUCCI; GRAMS; HAJDUK, 2002). As informagdes para esse
processo sdo fornecidas por pequenas moléculas de RNA codificadas principalmente nos
minicirculos. A heterogeneidade da sequéncia de milhares de minicirculos representa um
enorme potencial para esse componente do kDNA gerar diversidade genética adicional
(TEIXEIRA et al., 2011a).
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Figura 7: Representacdo esquematica das formas de Trypanosoma cruzi. O parasito transita durante o seu ciclo
por diferentes formas, que séo identificadas pela posi¢do relativa do cinetoplasto em relacdo ao nicleo e pela
emergéncia do flagelo. A) A forma amastigota possui estrutura arredondada exibindo um flagelo curto e
imperceptivel; sendo capaz de se replicar no interior de diferentes células de hospedeiros mamiferos. B) No estagio
epimastigota, o cinetoplasto e a bolsa flagelar encontram-se em posicdo anterior ao ndcleo. C) Ja na forma
tripomastigota, o parasito se caracteriza por apresentar uma estrutura alongada com o flagelo emergindo da bolsa
flagelar, localizada proxima ao cinetoplasto, e se estendendo ao longo da borda externa de sua membrana. O
cinetoplasto, por sua vez, esta na extremidade posterior do parasito e, portanto, do nlcleo. Adaptado de
(TEIXEIRA, D. E. et al., 2012).

A manutencdo da integridade do KDNA parece ser essencial para a viabilidade de
tripanossomatideos em alguns estagios de seus ciclos de vida (DEY et al., 2010; PASSOS-
SILVA et al.,, 2010; SCHNAUFER; DOMINGO; STUART, 2002). De fato, formas
"discinetoplasticas™ de T. brucei (estdgios de desenvolvimento sem o cinetoplasto) sdo
incapazes de completar seu ciclo normal de desenvolvimento no inseto vetor devido a sua
incapacidade de realizar fosforilagéo oxidativa (SCHNAUFER; DOMINGO; STUART, 2002).
Do mesmo modo, formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com compostos que atuam contra

0 kKDNA apresentaram reducdo no crescimento, maior producdo de espécies reativas de
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oxigénio, ligeira diminui¢cdo no consumo de oxigénio, e reducdo do indice de infecgédo e
liberacdo de formas tripomastigotas de células hospedeiras infectadas (GIRARD et al., 2016;
ZUMA et al., 2015).
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Figura 8: DNA do cinetoplasto de tripanossomatideos. A) Rede de kDNA intacta de Crithidia fasciculata.
Loops pequenos sdo minicirculos e fios mais longos (seta) sdo partes de maxicirculos. B) Rede de kDNA
decatenada pela topoisomerase Il mostrando minicirculos individuais e um Gnico maxicirculo (seta). C) Diagramas
mostrando a organizacdo dos minicirculos. Acima, segmento de uma rede isolada mostrando minicirculos
interligados entre si. Abaixo, se¢do através de um disco de cinetoplasto, in vivo, mostrando minicirculos esticados.
D) Representacdo esquematica da estrutura do minicirculo de KDNA de T. cruzi. Adaptado de (GUIMARO et al.,
2014; LIU et al., 2005; LUKES et al., 2002).

1.6.3 Transferéncia horizontal de KDNA para o genoma hospedeiro

Diversos estudos ja evidenciaram a transferéncia horizontal de sequéncias de
minicirculos de KDNA de T. cruzi para o genoma hospedeiro (SIMOES-BARBOSA et al.,
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1999, 2006; TEIXEIRA et al., 1991, 1994). A primeira evidéncia foi demonstrada por Teixeira
et al. (1991) ao visualizarem insercdo de DNA do parasito em cromossomos de macréfagos de
camundongos infectados, confirmada por teste imunocitogenético e FISH. Em seguida, foi
provado que tais integracdes eram sequéncias de minicirculos de KDNA (TEIXEIRA et al.,
1994). Além disso, estudos mostraram que macréfagos contendo kDNA integrado eram
reconhecidos por anticorpos autoimunes (SIMOES-BARBOSA et al., 1999), e que 0 DNA
proveniente do parasito estava associado a retrotransposons de sequéncias repetitivas longas do
tipo L1 (SIMOES-BARBOSA et al., 2006).

Os achados in vitro foram posteriormente corroborados por trabalhos envolvendo
humanos, camundongos e galinhas (GUIMARO et al., 2014; HECHT et al., 2010; TEIXEIRA,
A.R. L. etal, 2012; TEIXEIRA et al., 2011b; WESLEY et al., 2019). Assim, sugeriu-se que
a integracdo de kDNA no genoma hospedeiro poderia contribuir para o surgimento das
manifestacdes clinicas, uma vez que galinhas refratarias ao parasito, nascidas de ovos
inoculados com T. cruzi, retiveram minicirculos de KDNA no genoma e desenvolveram
cardiomegalia similar a DC humana (GUIMARO et al., 2014; TEIXEIRA, A.R. L. etal., 2012;
TEIXEIRA et al., 2011b). Ainda, o transplante de medula 6ssea em galinhas que tinham KDNA
integrado em seus genomas inibiu a resposta autoimune ao coragcdo (GUIMARO et al., 2014).

Adicionalmente, um estudo recente com camundongos infectados com o parasito
demonstrou que uma quantidade maior de animais teve integracdo de kDNA na fase aguda do
gue na fase crbnica e que, curiosamente, a porcentagem total de animais KDNA positivos na
fase crénica diminuiu para uma taxa semelhante a de individuos que desenvolvem a DC cronica
sintomética. Assim, é possivel que a transferéncia de KDNA do parasito para 0 genoma da
célula-alvo seja um mecanismo adaptativo a invaséo e sobrevivéncia nas células hospedeiras,
bem como um indicador de que a integracdo em um ou mais tecidos possa favorecer o
surgimento de manifestagdes clinicas (WESLEY et al., 2019).

De interesse, os minicirculos de KDNA foram também localizados no genoma de
humanos infectados naturalmente pelo T. cruzi, cuja integracdo ocorreu principalmente em
regibes L1 de varios cromossomos. Além disso, 0 DNA mitocondrial do parasito parece ser
transmitido verticalmente, uma vez que foi detectado nas células germinativas dos individuos
infectados e em seus descendentes (HECHT et al., 2010). A associacdo do KDNA a esses
retroelementos autbnomos permite a sua mobilizacdo do sitio de integracao original para outros
locais do genoma. A esse respeito, em um evento rastreado de transferéncia lateral de KDNA,
o fragmento de minicirculo integrado ao L1 foi posteriormente realocado para outro
cromossomo (SIMOES-BARBOSA et al., 2006). Ademais, 0 KDNA e o DNA do hospedeiro
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compartilham sequéncias ricas em adenina/citosina no local da integracdo, sugerindo que a
integracdo dos minicirculos do T. cruzi pode ser mediada por microhomologias (HECHT et al.,
2010).

A insercdo de KDNA no genoma do hospedeiro pode gerar ORFs quimeras, ou seja, ORFs
que contém uma regido de DNA do hospedeiro ligada ao DNA do minicirculo de KDNA. Estas
ORFs teriam o potencial de codificar proteinas quiméricas que podem ter importancia na
patogénese da DC. Algumas proteinas putativas traduzidas de ORFs quiméricas ja foram
descritas no genoma humano e de galinhas (HECHT et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011b).
Além disso, a insercdo de kDNA no genoma do hospedeiro também poderia ocasionar
alteracOes funcionais em proteinas ja existentes, devido a ruptura de genes. J& foram detectadas
inser¢es em genes do receptor olfatério de humanos (HECHT et al., 2010) e da distrofina de
galinhas (TEIXEIRA et al., 2011b).
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2 JUSTIFICATIVA

A TGH é um processo de troca de material genético entre organismos néo relacionados
que ajuda a impulsionar a evolucdo genémica, além de desempenhar papel relevante em
doencas graves. Diversos exemplos de TGH bidirecional entre o parasito e seu hospedeiro tém
sido relatados nos ultimos anos, fato relacionado ao aprimoramento de diferentes técnicas de
identificacdo. Considerada uma tecnologia de ponta, o sistema CRISPR/dCas9 pode ser
utilizado para complementar a comprovacdo de transferéncia génica horizontal através da
visualizag&o direta de sequéncias especificas de DNA em células hospedeiras. Esse método de
marcagdo de DNA possibilita rastrear o nimero de copias, a localizagdo e 0 movimento dos
elementos genémicos. Além disso, a possibilidade do uso de CRISPR em células vivas
permitiria acompanhamento em tempo real, bem como nocao da organizacao espaco-temporal
de sequéncias transferidas horizontalmente entre diferentes organismos.

Ademais, considerando que o modelo a ser utilizado é o de células infectadas com o T.
cruzi, os dados produzidos contribuirdo para uma melhor compreensdo da relacdo parasito-
hospedeiro na DC, importante problema de saude publica do Brasil. A transferéncia lateral de
minicirculos de KDNA do T. cruzi para o genoma hospedeiro € um fenédmeno que pode estar
envolvido na biologia adaptativa do parasito a célula hospedeira, trazendo informacGes
importantes sobre os aspectos iniciais da infec¢do, bem como na patogénese da DC. Conhecer
tais fatores pode auxiliar no processo de elaboracdo de novas estratégias para impedir 0 avanco
da doenca.

Desta forma, os resultados deste projeto possibilitardo o uso de técnica inovadora para
identificacdo de eventos de TGH entre parasitos e hospedeiros, cuja aplicabilidade podera ser
extrapolada para estudos de diferentes areas, auxiliando na compreensao de eventos dessa

natureza.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Demonstrar a transferéncia génica lateral na relacdo parasito-hospedeiro por
metodologia CRISPR/dCas9, utilizando como modelo células infectadas pelo T. cruzi.

Objetivos especificos

e Identificar a transferéncia de minicirculos de KDNA de T. cruzi para a célula hospedeira;

e Quantificar a populacdo de células que contém as integraces de KDNA no genoma ao
longo de diferentes periodos;

e Determinar se a presenca do parasito é necessaria para a ocorréncia das integracoes;

e Avaliar se a transfeccdo pelo sistema CRISPR/dCas9 impacta a expressdao de

retroelementos LINE-1.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho dos RNAs guia

Um gRNA para a ORF2 de LINE-1, baseado no clone RP13-444K19 (HECHT et al.,
2010), foi selecionado utilizando a ferramenta L1Xplorer da base de dados Llbase 2
(PENZKOFER et al., 2017a). A fim de evitar ligac6es fora do alvo, foi escolhido aquele que
apresentou menor quantidade de alvos no genoma humano. Além disso, a partir do clone
‘Trypanosoma cruzi Y kinetoplast minicircle sequence, clone M835” GenBank: U07845.1, foi
gerado um gRNA para as sequéncias conservadas de minicirculos de KDNA de T. cruzi,
utilizando o programa EuPaGDT. Por fim, uma sequéncia ndo direcionada ao genoma humano
(GALA4) foi selecionada para servir como controle negativo dos experimentos. A sequéncia, que
tem alvo em genomas bacterianos, foi previamente utilizada por CHEN e colaboradores (2013).

Todas as sequéncias selecionadas deveriam possuir entre 40 e 60% de GC e néo
apresentar formacdo de estrutura secundaria (hairpin). Os gRNAs foram sintetizados como
oligos dupla fita (Tabela 1), onde 20 pbs eram correspondentes as respectivas sequéncias de
interesse (em negrito) e 16 pbs, em ambas as extremidades, eram homélogos ao plasmideo vetor
(Addgene #41824).

Tabela 1: Sequéncia dos oligos dupla fita contendo 0s gRNAs.
Oligos duplex Sequéncia 5° -3’
CTTATTTTAACTTAAGAACCAAAAAAGAGCCCACATTAAGATATATAAAG

gLINEL CTTTATATATCTTAATGTGGGCTCTTTTTTGGTTCTTAAGTTAAAATAAG

gkDNA CTTATTTTAACTTAAGGGGGAGGTGGGGTTCGATTGCTTAAGATATATAAAG
CTTTATATATCTTAAGCAATCGAACCCCACCTCCCCCTTAAGTTAAAATAAG

gGAL4 CTTATTTTAACTTAAGGAACGACTAGTTAGGCGTGTACTTAAGATATATAAAG

CTTTATATATCTTAAGTACACGCCTAACTAGTCGTTCCTTAAGTTAAAATAAG

4.2 Plasmideos e clonagem dos gRNAs

Os plasmideos referentes ao sistema SunTag, pHRASV40-NLS-dCas9-24xGCN4_v4-
NLS-P2A-BFP-dWPRE (Addgene #60910) e pHR-scFv-GCN4-sfGFP-GB1-dWPRE
(Addgene #60907), e gRNA_Cloning Vector (Addgene #41824) foram obtidos em Addgene,
Cambridge, MA, EUA. O plasmideo pHRdSV40-NLS-dCas9-24xGCN4_v4-NLS-P2A-BFP-
dWPRE codifica a enzima dCas9 fundida a 24 copias de peptideos GCN4. Ainda, o complexo
possui um sinal de localizador nuclear (NLS — Nuclear Localization Signal), uma sequéncia de

aminoéacidos conservada que transporta ativamente proteinas exdgenas para o nucleo (ZANTA,;
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BELGUISE-VALLADIER; BEHR, 1999). O plasmideo pHR-scFv-GCN4-sfGFP-GB1-
dWPRE codifica os fragmentos de anticorpos de cadeia Unica anti-GCN4 ligados a GFP.
Finalmente, o plasmideo vetor de gRNA foi clonado com cada um dos oligos mencionados
anteriormente.

A extracdo e purificagdo dos mesmos foram feitas de acordo com o protocolo de
midiprep do kit PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit Invitrogen™ (catalogo K210004). O
plasmideo gRNA_Cloning Vector (Addgene #41824) foi linearizado usando a enzima Aflll e,
em seguida, os oligos foram inseridos no vetor digerido na propor¢do molar 10:1 (oligo:vetor),
utilizando o kit NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England BioLabs),

seguindo as orientacOes do fabricante.

4.3 Transformacao bacteriana e PCR de colonia

Apbs a clonagem do oligo no plasmideo, 2 uL da reacdo foram utilizados para
transformacdo em bactérias E. coli DH5a quimicamente competentes. As bactérias foram
permeabilizadas por choque térmico a 42°C por 45s, seguido de incubagdo no gelo por 2min.
Em seguida, as células foram recuperadas em meio Luria-Bertani (LB) a 37°C sob agitacao por
1h. Finalmente, as bactérias foram plaqueadas em agar LB contendo 50 pg/ml de canamicina e
incubadas a 37°C por 16h.

Visualizado o crescimento de coldnias, foi realizada PCR para confirmar aquelas que
eram positivas para a insercao do oligo. Com esse fim, cada col6nia crescida foi adicionada
diretamente em 10 pL de agua ultrapura juntamente com PCR Master Mix 2X (Promega) e
0,4 uM de cada primer, em um volume final de 25 uL. Para cada reagéo, foi utilizado um primer
antisenso universal (M13) que se anela no plasmideo em uma regido préxima ao sitio de
clonagem, e um primer senso complementar ao oligo. Assim, é possivel verificar se a sequéncia
foi clonada no sitio e na orientacdo esperados. As condi¢des utilizadas foram as seguintes: 95°C
por 3min; 95°C por 45s, 45°C por 45s, 72°C por 45s, repetindo 35 vezes a partir do passo 2;
72°C por 5min. O produto gerado de 226 pb foi posteriormente visualizado por eletroforese em

gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio.

4.4 Cultura de células

Células de rim embrionario humano 293 (HEK-293) foram cultivadas em Dulbecco
Meio Minimo Essencial (DMEM), suplementada com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1%
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de Penicilina/Streptomicina. A cultura foi acondicionada em pH 7.2, a 37°C em atmosfera
umida com 5% de CO». A troca de meio foi realizada a cada 48 horas e o repique das células,
uma vez por semana. O acompanhamento da cultura foi realizado em microscopio Optico

invertido.

4.5 Cultura de Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi da linhagem Y foram mantidas em meio LIT 10% de
SFB, 100 IU/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, a 25°C. Os repiques foram
realizados a cada 15 dias. Para obtencdo das formas tripomastigotas, foi inoculado 1 ml da
cultura de epimastigota em cultura de células HEK-293, previamente crescidas. Ap6s 72 h de
infeccdo, todo o sobrenadante foi retirado e a monocamada de células foi lavada com PBS 1X,
pH 7.4, duas vezes, para a retirada das formas epimastigotas presentes no sobrenadante. Apds
aproximadamente sete dias de infeccdo, foi obtida a forma tripomastigota.

4.6 Infeccdo das células por Trypanosoma cruzi

A infeccdo das células foi realizada inoculando-se formas tripomastigotas de T. cruzi
cepa Y em cada poco contendo células HEK-293 previamente aderidas. As formas
tripomastigotas foram contadas em camara de Neubauer imediatamente antes da infeccéo, e foi
inoculado o mesmo nimero de parasitos em relacdo ao numero de células (proporcdo 1:1). As
células foram incubadas a 37°C em atmosfera imida com 5% de CO3, seguindo a manutencgéo

mencionada no item 4.4.
4.7 Tratamento da cultura com benznidazol

Inicialmente na concentracdo 100 mg, os comprimidos foram diluidos em 10 mL de
PBS 1X. O benznidazol foi aliquotado em microtubos de 1,5 mL e estocado a -20°C até o inicio
dos experimentos. As células foram tratadas com 50 pg/mL no 5° dia p6s-infec¢éo (dpi), e mais

uma vez a cada semana, totalizando quatro semanas.

4.8 Uso de sistemas transwell
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Para avaliar a transferéncia de KDNA de T. cruzi através de seu secretoma, foram
realizadas coculturas em sistema transwell de 6 pocos. Para tanto, a cultura de T. cruzi foi
cocultivada com células HEK-293. Assim, 1 x 10° células foram semeadas no compartimento
inferior da transwell. Apos o semeio, a placa foi incubada por 24h em estufa para adesao celular.
Em seguida, foram adicionadas duas vezes mais formas tripomastigotas de T. cruzi cepa Y
(2 x 10°) no compartimento superior das placas. Os parasitos foram renovados a cada 2 dias,
até totalizar 15 dias de cocultivo. Apds esse periodo, as celulas foram expandidas para garrafas

T-75 e mantidas por mais 15 dias adicionais.

4.9 Grupos experimentais

Para este trabalho, considerou-se 3 grupos experimentais (Figura 9A), sendo estes:
celulas infectadas, células infectadas e tratadas com benznidazol, e células cocultivadas com T.
cruzi em sistemas transwell. As células infectadas foram coletadas ap6s 4h, 12h, 24h, 48h, 3,
7,15 e 25 dpi por T. cruzi. Ja as células infectadas e tratadas com benznidazol foram analisadas
apenas no 30° dia pos-infeccdo. Finalmente, as células cocultivadas com T. cruzi em sistemas
transwell foram coletadas 3, 7, 15 e 25 dias apds a adi¢do de T. cruzi no compartimento superior
da transwell.

Ainda, para verificar se a transfecgéo pelo sistema CRISPR/dCas9 impede a expressao
de LINE-1, células transfectadas foram infectadas 24h pds-transfeccdo (Figura 9B). As
amostras foram coletadas 4h, 12h, 24h e 48h poés-infeccdo. Apos cada tempo descrito, as
amostras foram transfectadas e/ou armazenadas em 5 V de solucdo RNAlater™ Stabilization
Solution (Invitrogen™) até o momento da extracdo de DNA e RNA.



36

Células HEK Células HEK infectadas e Células HEK co-cultivadas
A
infectadas tratadas com benznidazol com T. cruzi em transwell

= )

4h, 12h, 24h, 48h @ _ _
3.7.15 e 25 dias ©.©.® 30 dias ©®.@.® 3,7,15e25 dias ©,@.®

® Transfeccdo do sistema CRISPR/dCas9
@ Extracdo de DNA
@ Extragdo de RNA

S\ DT 2 -
=) (@) T
-

Células HEK Células HEK infectadas pos- 4h, 12h, 24h e 48h
transfectadas transfeccdo (extracdo de RNA)

Figura 9: Esquema representando 0s grupos experimentais e 0s respectivos tempos de coleta. A: Células
HEK?293 infectadas com T. cruzi, infectadas e tratadas com benznidazol, e cocultivadas com o parasito em sistema
transwell, foram coletadas e analisadas em diferentes periodos de tempo. As numerac@es indicam a finalidade de
cada coleta. B: Células HEK293 foram infectadas em 24h pds-transfec¢do. Apds diferentes tempos, as amostras
foram coletadas para extracdo de RNA e posterior anélise de expressao génica de LINE-1.

410 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada pelo método convencional com fenol-cloroférmio
descrito por (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Inicialmente, a amostra foi centrifugada a
1500 x g por 10 minutos para total remocdo da solucdo RNAIlater™. Em seguida, o pellet foi
ressuspendido em 200 uL de PBS 1X e foi adicionado de tampéo de extracdo (10 mM Tris-
HCL, pH 8.0, contendo 10 mM NaCl, 20 mM EDTA, 1% SDS, 0.04% proteinase K, and 1%
DTT) em quantidade suficiente para 1 mL e 100 ug/mL de proteinase K. A solucdo foi
gentilmente homogeneizada e incubada overnight em banho maria a 37°C. No dia seguinte,
foram realizadas duas extragBes com solucdo fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e
uma com solugéo cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Logo ap6s, 0 DNA foi precipitado com
0,5 V de acetato de amonio 7,5 M e 2,5 V de etanol 100%, a -20°C overnight. O sedimento
obtido foi lavado duas vezes com 500 uL de etanol 70%. Apds seco, o pellet foi ressuspendido
em 100 uL de agua Milli-Q. O DNA total foi quantificado em espectrofotometro NanoVue (GE)
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com 3 uL. da amostra. Considerou-se a extragdo como adequada quando a razdo 260/280 variou
de 1,8 a 2,0. As amostras foram armazenadas a -20°C.

4.11 Analise qualitativa por PCR em tempo real

A andlise qualitativa da presenca de sequéncias de minicirculo de kDNA de T. cruzi nas
amostras analisadas se deu a partir de amplificacdo utilizando os primers S36 e S67R. Os
iniciadores se anelam nas regides constantes dos minicirculos de KDNA e amplificam regido
conservada e variavel dos mesmos (HECHT et al., 2010). Para andlise do nDNA, foram
utilizados os primers TCZ 3 e 4. A regido amplificada corresponde a DNA satélite, que
representa aproximadamente 9% do DNA nuclear, e é um relevante marcador genético para
diferenciar as espécies do género Trypanosoma e distinguir cepas e clones de T. cruzi
(OLIVEIRA et al., 1999). As sequéncias dos primers e suas respectivas temperaturas de

anelamento estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Sequéncias de primers utilizados nas rea¢fes de PCR em tempo real para avaliar presenca de minicirculo
de KDNA e DNA nuclear de Trypanosoma cruzi.

Temperatura de

Primer Sequéncia (5> - 3?) Alvo anelamento (T.A)
S36 GGTTCGATTGGGGTTGGTG Minicirculo de kDNA 57°C

S67R GA(A/C)(G/C)CCCCTCCCAAAACC Minicirculo de kDNA 57°C

TCZ3 TGCACTCGGCTGATCGTTT DNA nuclear 60 °C

TCZ 4 ATTCCTCCAAGCAGCGGATA DNA nuclear 60 °C

Como molde para ambas as reacées, foi usado 100 ng de DNA, 0,4 um de cada primer,
10 pL de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, CA, USA), em um
volume final de 20 uL. As qPCRs foram realizadas em placas de 96 pocos (Optical 96-Well
Reaction Plate, MicroAmp®) no termociclador QuantStudio 3 (ThemoFisher Scientific). A
condigédo de amplificacdo da reagéo foi a seguinte: 50°C por 2’; 95°C por 10’; 95°C por 157,
T.A. por 60, 72°C por 107, repetindo por 40 vezes a partir da terceira etapa. Finalizados os
ciclos de amplificacdo da qPCR, é formada a curva de dissocia¢do ou curva de melting, utilizada

para verificar a especificidade dos primers.

4.12 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A extracdo de RNA foi feita utilizando TRIzol™ Reagent (Invitrogen™), seguindo
protocolo do fabricante. O RNA extraido foi quantificado por meio do espectrofotdmetro
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NanoDropTM 2000/2000c (Thermo Scientific) e 0 RNA foi armazenado a -80°C para posterior
aplicacdo. Para a sintese de cDNA, padronizou-se a quantidade de RNA a ser utilizada na reacao
de RT-PCR com base na amostra de menor concentracdo. O protocolo e as condi¢des da reacédo
foram realizados obedecendo as orientagdes do manual do kit High-Capacity RNA-to-cDNA™
Kit (Applied Biosystems™). A sintese do cDNA foi realizada em termociclador T100 TM (Bio
Rad) e, em seguida, as amostras foram armazenadas a -20°C até a realizacdo de qPCR para

avaliacdo de expressao génica.

4.13 Avaliacdo da expressao génica de LINE-1

Para avaliar a expressdo do gene LINE-1, foi realizada gPCR utilizando o gene
constitutivo TBP como referéncia. O gene codifica a proteina de ligacdo ao TATA (TBP —
TATA-Binding Protein), fator importante para a transcri¢do de diversos genes (RAVARANI et
al., 2016). Os primers utilizados para LINE-1 amplificam a regido ORF2 do retroelemento. A
relacdo das sequéncias utilizadas, bem como suas respectivas temperaturas de anelamento, esta
apresentada na Tabela 3. A anélise de Blastn mostrou ndo haver reconhecimento cruzado entre
as sequéncias dos primers selecionados para o hospedeiro e o parasito.

Tabela 3: Sequéncias de primers utilizados na reacdo de gPCR para avaliacdo da expressao génica e respectivas
temperaturas de anelamento (T.A.).

Temperatura de

e
Gene Sequéncia 5° -3 Alvo anelamento (T.A)
Forward  GAGCTGTGATGTGAAGTTTCC )

TBP  Reverse  TCTGGGTTTGATCATTCTGTAG Gene TBP 50°C

LINE-1 Forward ACACCTATTCCAAAATTGACCAC ORF2 de 60 °C
Reverse TTCCCTCTACACACTGCTTTGA LINE-1

Para cada reagdo, usou-se 2 uL. de cDNA, 0,5 uM de cada iniciador e 10 pL de Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, CA, USA), em um volume final de
20 puL. As qPCRs foram realizadas em placas de 96 pocos (Optical 96-Well Reaction Plate,
MicroAmp®) no termociclador QuantStudio 3 (ThemoFisher Scientific). A condicdo de
amplificacdo consistiu em: 50°C por 2’; 95°C por 10’; 95°C por 157, T.A. por 30” e 72°C por
10”, repetindo por 40 vezes a partir da terceira etapa.

O célculo para normalizacdo e quantificagdo relativa foi feito segundo 0 método 244t
descrito por Livak e Schmittgen (2001). Os resultados da expressdo dos genes foram

representados em graficos no formato 2744¢,
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4.14 Transfeccdo das células e montagem das laminas

Um dia antes da transfeccéo, 4 x 10* células foram plaqueadas em placa de 24 pogos
sobre laminulas de 12 mm, para adesdo celular. Os dois plasmideos que formam o sistema
SunTag juntamente com cada gRNA foram transfectados nas células utilizando o reagente
Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific), conforme instrugdes do fabricante. Para cada
reacao, foram utilizados 600 ng de DNA total, sendo 200 ng de cada um dos trés plasmideos.
O volume dos reagentes obedeceu a proporcao de 1 ug de DNA : 2 uL de reagente P3000 : 3 uL
de Lipofectamine 3000.

Passadas 48h pos-transfeccdo, o meio de cultura contendo o reagente de transfec¢éo foi
retirado e as células foram lavadas 2 vezes com PBS 1X. Imediatamente apds, as células foram
fixadas com paraformaldeido 4% por 15 minutos. A solucéo fixadora foi retirada e realizou-se,
novamente, a lavagem com PBS 1X. Em seguida, as células foram coradas com DAPI 300 mM
por 10 minutos. O corante foi removido e as células foram deixadas em PBS 1X.

Sobre uma lamina de microscopio, foi adicionado 20 uL de meio de montagem
ProLong™ Glass Antifade Mountant (Invitrogen™) para cada laminula. Com auxilio de uma
pinga, a laminula foi retirada da placa de cultura e montada sobre a Iamina de forma que as
células ficassem em contato com o meio de montagem. Seguindo as recomendacdes do
fabricante, as ldminas repousaram no escuro por 24h para solidificacdo do meio de montagem,

antes da captura das imagens.

4.15 Analise por microscopio de fluorescéncia

As laminas foram analisadas no microscopio de fluorescéncia Olympus BX51. As
imagens foram capturadas com 200 ms de exposicdo, nas objetivas de 40x e 100x com 6leo de
imersdo. Com auxilio do software cellSens Dimension, foram fotografados de 5 a 6 campos
aleatdrios por amostra. As imagens foram examinadas pelo software ImageJ, onde contou-se
100 células por condicdo. Disto, contou-se o nimero de células transfectadas — ou seja, GFP-
positivas — para calcular a taxa de transfeccdo. Dentre estas, calculou-se aquelas que
apresentavam marcacgéo intranuclear para as sequéncias (taxa de eficiéncia). Todas as imagens
mostradas foram capturadas 48h pos-transfeccdo. Os graficos foram plotados utilizando os

valores absolutos das contagens.

4.16 Analise estatistica
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Todos os dados relativos aos experimentos de expressdo génica de LINE-1 foram
analisados utilizando-se o software SAS® (v9.4, Cary, North Carolina) em nivel de
significancia de 95%. Inicialmente, os valores de LINE-1 foram submetidos a anélise de
normalidade (PROC UNIVARIATE) pelo teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis considerando como fator fixo o TTO e Tempo. Para as
analises com diferencas significativas no teste de Kruskal-Wallis, os dados foram submetidos
ao teste de Wilcoxon 2 a 2 buscando avaliar entre quais comparacGes havia diferenca

significativa. Os resultados foram apresentados em termos de média e desvio padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 Clonagem dos RNAs guia

A selecdo do gRNA para as sequéncias conservadas de minicirculos de kKDNA de T.
cruzi foi feita com base no clone ‘Trypanosoma cruzi Y kinetoplast minicircle sequence, clone
M835, orf, complete cds’, GenBank: U07845.1. A sequéncia FASTA do clone foi analisada
pelo programa Eukaryotic Pathogen CRISPR guide RNA/DNA Design Tool (EuPaGDT), sendo
imediatamente excluidas as sequéncias que possuiam contetdo de GC inferior a 40% ou que
apresentavam potenciais problemas durante a transcricdo, sinalizados pelo programa. Os
gRNAs remanescentes foram alinhados contra a sequéncia FASTA para filtrar apenas aqueles
que se se localizavam dentro de uma regido conservada e, dentre esses, foi selecionado um
gRNA.

Além disso, sabendo que os minicirculos de KDNA se integram preferencialmente em
regibes ORF2 de retroelementos LINE-1 (SIMOES-BARBOSA et al., 2006), e que estes
representam 17% do genoma humano (BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007), foi escolhido um
gRNA direcionado para ORF2 de LINE-1 para servir como controle positivo dos experimentos.
O clone previamente descrito RP13-444K19 (HECHT et al.,, 2010) foi analisado pela
ferramenta L1Xplorer do banco de dados L1base 2 (PENZKOFER et al., 2017b) para extracdo
da sequéncia ORF2. Os gRNAs foram gerados pelo programa EuPaGDT e filtrados pelos
mesmos critérios de exclusdo citados anteriormente. Finalmente, foi selecionado aquele que
apresentou  menor quantidade de regibes alvo, segundo o site Synthego

(https://design.synthego.com/#/).

Ademais, uma sequéncia ndo direcionada ao genoma humano (GAL4), que tem alvo em
genomas bacterianos (CHEN et al., 2013), foi escolhida como controle negativo. Todas as
sequéncias selecionadas foram analisadas quanto a formagao de estrutura secundéria (hairpin)
pelo programa RNAfold Web Server (http://rna.tbi.univie.ac.at/cqi-
bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi). Os gRNAs foram sintetizados como oligos dupla fita

contendo 16 pb homologos as regides adjacentes ao sitio de restrigdo Aflll, totalizando 52 pb.
O plasmideo utilizado para clonagem dos gRNAs foi 0 gRNA_Cloning Vector (Figura
10A). O vetor foi previamente linearizado com a enzima de restricdo Aflll (Figura 10B), e os

oligos foram incorporados com auxilio do kit NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit


https://design.synthego.com/#/
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
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(New England BioLabs). O produto da clonagem foi transformado em bactérias competentes

E. coli cepa DH5a e selecionado com 50 ug/ml de canamicina.

MM 1 2

3000 bp —

2000 bp —
1500 bp —

GRNA_Cloning Vector
W te

(2654) BsrDI

‘‘‘‘‘‘ PAFI - Tth1111

(2262) Bel
12237) Xeml

Figura 10: Preparo do vetor gRNA_Cloning Vector para clonagem do gRNA. A: Mapa do plasmideo vetor
utilizado para clonagem dos gRNAs. B: Eletroforese em gel de agarose 0,8% mostrando resultado da lineariza¢do
do vetor com a enzima Aflll. O plasmideo foi purificado com o kit PureLink™ Quick Gel Extraction Kit
(Invitrogen™). MM, marcador molecular 1 kb plus, 1, gRNA_Cloning Vector néo digerido, 2, gRNA_Cloning
Vector linearizado.

Apds a transformacdo bacteriana, foi observado o crescimento de 7 coldnias para o
plasmideo clonado com gLINEL. Para os gRNAs kDNA e GAL4, foram observados 10 e 5
colonias, respectivamente. Em seguida, foi feita uma PCR a partir de cada col6nia crescida para
verificar a presenca do inserto. Para a reagéo, foi usado um primer universal M13 que se anela
a estrutura do plasmideo, préximo ao sitio de clonagem, e um primer reverso complementar
especifico para cada sequéncia inserida (Figura 11B). Desta forma, é possivel verificar se as
sequéncias foram clonadas no sitio esperado e na orientacdo correta. O produto de PCR gerado
possui 226 pb e foi visualizado por eletroforese em gel de agarose. A Figura 11 mostra que
todas as coldnias clonadas com gLINEL1 apresentavam o inserto na orientacdo correta. Da
mesma forma, 5 e 4 clones foram positivos para as sequéncias gkDNA e gGALA4,

respectivamente.
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Figura 11: Confirmacé&o da clonagem dos RNAs guia por PCR. A: Gel de agarose 2% corado com brometo de
etidio mostrando os produtos de PCR a partir das coldnias crescidas apds transformacao bacteriana. A presenca de
banda no tamanho de 226 pb é indicativo de clonagem no sitio e orientac&o corretos. B: Representa¢do esquematica
mostrando mapa do plasmideo vetor. Um primer senso (JRNA F) é complementar a sequéncia inserida (laranja)
e um primer antisenso (M13 R) se anela a estrutura do plasmideo, préximo ao sitio de clonagem (Aflll). MM,
Marcador molecular 100 bp; B, branco; Numeros de 1 a 10, col6nias testadas para a presenca do inserto.

5.2 Validagéo do sistema CRISPR/dCas9

Os trés plasmideos necessarios para a formacdo do sistema SunTag foram transfectados,
simultaneamente, em células HEK-293 por método de lipofecgdo. De fato, durante a etapa de
validacdo do sistema, observamos diversos agregados fluorescentes ao redor do nuicleo celular,
sugestivos de complexos ribonucleoproteicos (RNP) formados pelos componentes do sistema
CRISPR/dCas9. E possivel observar pequenos agrupamentos que, com o passar do tempo, se

acumulam ao redor do nucleo (Figura 12).
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Figura 12: Formag&o de complexos RNP com dCas9/gRNA ao redor do nucleo celular. Imagens capturadas
de video feito 24h pés-transfeccio. A esquerda (0 min), é possivel observar pequenos pontilhados e agrupamentos
sendo formados ao redor do ntcleo. Ha presenca de fluorescéncia de GFP difusa. A direita, 10 min apds a primeira
observacdo, percebe-se a formagdo de complexos e um acimulo destes na periferia externa do ndcleo. O video
gravado com tempo de exposicdo de 200 ms, a 0, 5 e 10 mins apds o inicio da observagdo. As fotos sdo
representativas de cada corte de filmagem. Barras de referéncia, 10 uM.

Inicialmente, o sistema CRISPR/dCas9 foi testado em células HEK-293 ndo infectadas,
a fim de verificar o bom funcionamento e capacidade de marca¢cdo. Comegamos marcando as
celulas no sitio ORF2 de LINE-1, regido encontrada em 17% do genoma humano (LANDER
et al., 2001). Seguindo um clone previamente descrito (HECHT et al., 2010), criamos um
gRNA (gLINE1) contendo uma sequéncia de direcionamento para essa regido de 20
nucleotideos (nt) (Figura 13A). Em 48h pobs-transfeccdo, 16,67% (3/18) das células
transfectadas com gLINEL apresentaram pontos muito brilhantes no nacleo (Figura 13B-C).

Em seguida, testamos as células ndo infectadas para marcacdo de KDNA de T. cruzi,
buscando verificar se haveria ligacdo inespecifica. Para isso, utilizamos gRNA voltado para a
sequéncia conservada de minicirculo de KDNA do parasito (QkDNA) (Figura 13A), regido
geralmente envolvida nos eventos de TGH de T. cruzi para o hospedeiro (HECHT et al., 2010;
TEIXEIRA et al., 2011a). Ao observarmos as células no microscopio de fluorescéncia,
verificamos que a sequéncia gkDNA ndo apresentou nenhuma marcagdo no nucleo (0/16),
exibindo uma fluorescéncia nuclear de GFP difusa (Figura 13B-C).

Além disso, visando verificar quaisquer outras marcacdes fora do alvo (off targets),
diversos controles negativos foram incluidos. Para tanto, as células controle foram transfectadas
em trés condigdes diferentes: 1) com um gRNA que ndo apresenta alvo em genoma humano
(gGAL4), 1) sem gRNA, e Ill) sem dCas9 com gLINE1. O objetivo dessas duas Ultimas
condigdes era demonstrar que a auséncia de um dos componentes do sistema CRISPR, seja a

dCas9 ou 0 gRNA, impede a formacao de pontos fluorescentes no nucleo. Digno de nota, ndo
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houve absolutamente nenhum foco inespecifico nas amostras de controle negativo transfectadas
sem 0 gRNA, bem como naquelas onde a dCas9 foi omitida ou 0 gRNA controle (gGALA4) foi
usado (Figura 13B-C).

A B
Sequéncia conservada de minicirculo de kDNA 30
de T. cruzi 33 i
...CAACCCCAATCGAACCCCACCTCCCCGTAAAA .. 22 2
c O 15
PAM Protoespacador (g; L 10 . l l
5
0
Saih Sem
LINE GAL4 kDNA dCas
RNAg ORF2 de LINE-1 RNAg 9
_..CATATGGAACCAAAAAAGAGCCCACATGGCCA... % eficiéneia 16,67% 0% 0% 0% 0%
Protoespagador PAM W Marcadas 3 0 0 0 0
H Transfectadas 18 16 20 25 18
C + dCas9 - dCas9

+ gGAIA

Figura 13: Validacéo do sistema dCas9-SunTag em células HEK-293 ndo infectadas. A: Construcdo de
gRNAs para marcagéo de sequéncia em regido ORF2 de LINE-1, gLINE1 (acima), e para regido conservada de
minicirculo de kDNA de T. cruzi, gkDNA (abaixo). O protoespagador consiste em uma sequéncia de 20 nt utilizada
para guiar a dCas9 para uma regido alvo desejada. O sitio PAM é uma sequéncia NGG, sendo N qualquer
nucleotideo, necessaria para o reconhecimento e ligacdo da Cas9 a fita de DNA. B: Gréfico apresentando
guantidade de células transfectadas (n=100) e marcadas. A taxa de eficiéncia representa a proporcao de células
marcadas em relacéo as transfectadas. C: Imagens das marcacGes em células HEK-293 com diferentes gRNASs na
presenca (+ dCas9) ou ndo (- dCas9) da dCas9. As imagens foram adquiridas com 200 ms de tempo de exposicéo,
na objetiva 100X com dleo de imersdo, 48h pos-transfeccdo. Na fileira de cima, marcacdo por GFP; embaixo,
marcacdo com DAPI. Barras de referéncia, 10 pM.

5.3 Marcagéo de sequéncia de minicirculo de KDNA de Trypanosoma cruzi no genoma
hospedeiro por CRISPR/dCas9

Para testar se o sistema CRISPR/dCas9 era capaz de identificar sequéncias de

minicirculos de kDNA de T. cruzi integradas no genoma hospedeiro, células HEK-293
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infectadas pelo parasito foram transfectadas com gkDNA apds 4 diferentes periodos pos-
infeccdo: 3, 7, 15 e 25 dias. Vale ressaltar que, em todos 0s grupos experimentais e suas
respectivas condicOes, o controle positivo (QLINE1) e o controle negativo (gGAL4) foram
igualmente incluidos para validar os achados ao longo do tempo de infecgéo.

No 3° dia pés-infeccdo (dpi), observamos pontos fluorescentes no ndcleo de 18,75%
(3/16) das células transfectadas com gkDNA, indicando marcacao da sequéncia de KDNA de
T. cruzi no genoma celular (Figura 14A). Ao analisarmos a transfeccdo com gLINEL,
verificamos que 25% (4/16) das células transfectadas apresentaram diversos focos fluorescentes
no nucleo. Em contraste, gGAL4 resultou em auséncia de marcag&o intranuclear. Este mesmo
padrdo se repetiu em todos os tempos analisados ao longo da infeccéo (Figura 14B). Quando
examinamos 0 mesmo grupo em 25 dpi, observamos uma leve diminuicdo da taxa de eficiéncia
da transfeccdo em relacdo ao primeiro tempo. No caso, 6,25% (1/16) das células apresentaram
marcacdo para gLINEL e 12,5% (3/24) formaram pontos fluorescentes quando transfectadas
com gkDNA. Nenhuma célula exibiu marcagdo para gGAL4 (Figura 14A-B). De interesse, a
analise estatistica ndo identificou diferenca significativa em cada grupo ao longo do tempo, nem
entre 0s grupos.

Percebe-se que o sistema CRISPR/dCas9 foi capaz de identificar varias cOpias da
sequéncia de KDNA de T. cruzi, dentro de uma mesma célula, quando transfectado juntamente
com gkDNA. O alvo foi detectado em todos os periodos pos-infeccdo analisados, resultando na
formacédo de pontos fluorescentes no nucleo de células transfectadas (Figura 14C). Além disso,
é possivel observar uma variacdo na quantidade de sequéncias marcadas ao longo do tempo de

infecgdo; fato que sera discutido adiante.
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Figura 14: Identificacdo de sequéncias de KDNA de Trypanosoma cruzi no genoma celular apés diferentes
tempos pds-infecgdo. A: Imagens das transfec¢des de células HEK-293 infectadas com T. cruzi, utilizando
diferentes gRNAs. Nas fotos, estdo mostradas as analises em 3 dpi e 25 dpi. E possivel perceber marcagéo das
células com gLINE1l e gkDNA. Células transfectadas com gGAL4 ndo apresentaram formacdo de focos
fluorescentes. B: Grafico apresentando quantidade de células transfectadas (n=100) e marcadas ao longo dos
diferentes periodos pés-infecgdo analisados. A taxa de eficiéncia representa a proporg¢do de células marcadas em
relacdo as transfectadas. C: Imagens de células HEK-293 infectadas com T. cruzi e transfectadas com gkDNA. As
fotos mostram formacdo de focos fluorescentes em todos os tempos examinados. Todas as imagens do painel
foram adquiridas 48h pos-transfeccdo, com tempo de exposicdo a 200 ms, na objetiva 100X com dleo de imerséo.
Barras de referéncia, 10 uM.

Os achados obtidos por transfeccao e microscopia de fluorescéncia foram confirmados
por ensaios de PCR em tempo real. Como método complementar as transfec¢fes com gkDNA,
as amostras foram verificadas qualitativamente para presenca de DNA nuclear do parasito
(primers TCZ 3 e 4) e minicirculo de KDNA de T. cruzi (primers S36 e S67R). E importante

ressaltar que todas as amostras mostraram amplificacdo para os alvos testados (Figura 15).
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Figura 15: Curva de melting das amostras de células HEK-293 infectadas com Trypanosoma cruzi. Células
HEK-293 infectadas com T. cruzi apresentaram amplificacdo para os primers de nDNA (TCZ 3 e 4) e KDNA (S36
e S67R) do parasito. As amostras de DNA foram testadas por gPCR ap06s 3, 7, 15 e 25 dpi.

5.4 A transferéncia de minicirculo de kDNA para o genoma hospedeiro ocorre

independentemente da presenca do parasito

Buscando avaliar se a presenca do parasito € necessaria para a transferéncia de
minicirculos de KDNA para o genoma hospedeiro, cocultivamos células HEK-293 juntamente
com formas tripomastigotas de T. cruzi em sistemas transwell. Apos 3 dias da adi¢do do parasito
no compartimento superior da placa (TW 3 dpi), observamos que, 11,11% (3/27) das células
transfectadas com gkDNA apresentaram marcagdo para as sequéncias alvo (Figura 16A). Tal
achado sugere que as sequéncias de KDNA séo transferidas via secretoma liberado pelo parasito.
Analisando a transfec¢do com gLINEL, verificamos a presenca de diversos focos fluorescentes
no ndcleo de 16% (4/25) das células transfectadas. Em contraste, gGAL4 ndo apresentou
nenhuma marcacao intranuclear. O mesmo padrdo foi observado em 7, 15 e 25 dpi (Figura
16A-B).

Novamente, o sistema CRISPR/dCas9 revelou copias de sequéncias de KDNA do
parasito em todos os periodos analisados (Figura 16C). Células transfectadas com gkDNA
apresentaram taxa de eficiéncia de 15% (3/20) para as andlises de 7 e 15 dpi, e 9,52% (2/21)
quando examinadas no 25° dia ap6s a adi¢do do parasito no compartimento superior do sistema
transwell (Figura 16B-C). Neste grupo, considerando as transfec¢des de todos os gRNAs e
seus respectivos tempos, o sistema apresentou taxa de eficiéncia média de 22,4% (Figura 16C).
Né&o foi observada diferenca significativa em cada grupo ao longo do tempo, nem entre 0s

grupos.
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Figura 16: Sequéncias de KDNA de Trypanosoma cruzi sao transferidas para o genoma celular na auséncia
do parasito. A: Fotos tiradas das marcagdes em células HEK-293 cocultivadas com T. cruzi em sistema transwell,
utilizando diferentes gRNAs. Nas fotos, estdo mostradas as analises em 3 dpi e 25 dpi. E possivel perceber
marcacao das células com gLINE1 e gkDNA. Células transfectadas com gGAL4 ndo apresentaram formacéo de
focos fluorescentes. B: Grafico representado a quantidade de células transfectadas (n=100) e marcadas ao longo
dos diferentes periodos analisados. A taxa de eficiéncia representa a proporgao de células marcadas em relacéo as
transfectadas. C: Imagens de células HEK-293 cocultivadas com T. cruzi e transfectadas com gkDNA. As fotos
mostram formacdo de focos fluorescentes em todos os tempos examinados. Todas as imagens do painel foram
adquiridas 48h pos-transfeccéo, com tempo de exposicao a 200 ms, na objetiva 100X com éleo de imerséo. Barras
de referéncia, 10 pM.

Em outro grupo experimental, células previamente infectadas com o parasito foram
tratadas com benznidazol a partir do 5° dia pos-infecgdo. Assim como no outro grupo,
excluimos a presenca do parasito na avaliacdo da transferéncia de KDNA para 0 genoma
hospedeiro. Ao contrario dos demais grupos apresentados, as amostras pertencentes a este
foram analisadas apenas no 30° dia apo6s o inicio da infeccao.

Seguindo os mesmos achados dos grupos anteriores, células transfectadas com gLINE1
obtiveram 12,5% (3/24) de eficiéncia de marcacdo. Da mesma forma, aquelas que foram

marcadas com gGAL4 ndo apresentaram pontos fluorescentes no nucleo (Figura 17A-B).
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Quando transfectadas com gkDNA, 10,53% (2/19) das celulas foram positivas para a marcacéo
do alvo. O achado revela que, mesmo apo6s a eliminacdo do parasito, as sequéncias de KDNA

continuam presentes no genoma hospedeiro (Figura 17A-B).
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Figura 17: Transferéncia de KDNA de Trypanosoma cruzi para o genoma hospedeiro ocorre mesmo apds
tratamento. A: Imagens das marcacdes em células HEK-293 tratadas com benznidazol apds infeccédo por T. cruzi,
utilizando diferentes gRNAs. Nas fotos, a analise realizada no 30° dia ap6s o inicio da infecgéo. E possivel perceber
marcagao das células com gLINE1 e gkDNA. Células transfectadas com gGAL4 ndo apresentaram formac&o de
focos fluorescentes. B: Grafico apresentando quantidade de células transfectadas (n=100) e marcadas no tempo
analisado. A taxa de eficiéncia representa a proporgao de células marcadas em relacgdo as transfectadas. Todas as
imagens do painel foram adquiridas 48h pés-transfeccdo, com tempo de exposicdo a 200 ms, na objetiva 100X
com Gleo de imersdo. Barras de referéncia, 10 pM.

Vale destacar que todas as amostras de ambos os grupos, cocultivadas em sistema
transwell e tratadas com benznidazol, foram testadas para amplificacdo de DNA nuclear do
parasito e minicirculo de KDNA de T. cruzi por PCR em tempo real. Os resultados mostraram
que as amostras eram negativas para NDNA do parasito e positivas para kDNA (Figura 18).
Nota-se que a analise da amplificacdo dos primers TCZ 3 e 4 revelou pequeno pico na curva de
melting para as amostras testadas. No entanto, tais amostras apresentaram amplificacdo
inespecifica com temperatura de melting a 79 °C, enquanto uma amostra infectada (pico maior
a direita) amplificou a 82 °C. Portanto, devido a essa diferenga, as amostras foram consideradas

negativas (Figura 18A-B).
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Figura 18: Curva de melting das amostras de células HEK-293 cocultivadas com o parasito e das tratadas
com benznidazol. Curva de melting dos primers para nDNA (TCZ 3 e 4), e kDNA (S36 e S67R) de T. cruzi,
respectivamente. Células HEK-293 apresentaram amplificacdo para KDNA de Trypanosoma cruzi, na auséncia do
parasito. A: Amostras representantes do grupo de células que foram cocultivadas com o parasito em sistema
transwell. As amostras de DNA foram amplificadas por gPCR ap06s 3, 7, 15 e 25 dias apds a adi¢do do parasito no
compartimento superior da transwell. O pequeno pico na curva de melting dos primers TCZ 3 e 4 representa
amplificagdo inespecifica do alvo, pois a temperatura de melting esta 3 °C abaixo da amostra infectada (positiva).
B: Amostras representantes do grupo de células que foram infectadas e tratadas com benznidazol. A amostra foi
analisada apenas no 30° dia ap0s o inicio da infeccdo. Novamente, as amostras que amplificaram em temperatura
com 3 °C de diferenca do controle foram consideradas negativas, pelo mesmo motivo mencionado anteriormente.

5.5 O sistema CRISPR/dCas9 bloqueia a expressao de retroelementos LINE-1

Diversos estudos ja demonstraram que a integracao de minicirculos de KDNA de T. cruzi
ocorre, na maioria dos casos, em regides de retroelementos LINE-1 do genoma hospedeiro
(HECHT etal., 2010; SIMOES-BARBOSA et al., 1999, 2006; WESLEY et al., 2019). Sabendo
disso, avaliamos se a infeccdo pelo parasito modula a expressdo desses retrotransposons, uma
vez que este fato poderia favorecer a integracdo e posterior mobilizacdo das sequéncias de
minicirculo de KDNA.

A infeccdo das células pelo parasito gerou um aumento na expressdo de retroelementos
LINE-1 logo ap6s o primeiro contato (4hpi 67,86 + 6,19) (Figura 19A). Apds 24h (24hpi
564,70 £ 556,19) e 3 dias pds-infeccdo (3d 2985,55 + 38,03), os niveis de RNAm de LINE-1

aumentaram consideravelmente em relagdo ao demais periodos (Figura 19B).
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Figura 19: Infec¢do por Trypanosoma cruzi modula a expressdo de retroelementos LINE-1. A: Tabela
apresentando média, desvio padrdo (DP) e valor de p dos diferentes tempos analisados no grupo infectado. B:

Gréafico representando média e desvio padrdo dos diferentes tempos analisados no grupo infectado. Letras
diferentes representam amostras estatisticamente diferentes.

Para avaliar se a transfeccdo do sistema CRISPR/dCas9 influencia na expressao de
retroelementos LINE-1, células transfectadas com gLINE1l foram infectadas 24h pos-
transfeccdo (IT). As células foram entdo analisadas em diferentes periodos p6s-infec¢do. Em
24h pos-infeccdo, o grupo infectado pés-transfeccdo (24h 1T 61,3 + 7,55) apresentou nivel de
expressdo de LINE-1 inferior ao grupo infectado (24h Infec 564,7 + 556,2), sugerindo que a
ligacdo do sistema CRISPR/dCas9 a sequéncia alvo impede a transcri¢do génica (Figura 20A).
Da mesma maneira, passadas 48h da infeccdo, o grupo infectado (48h Infec 335,31 + 103,7)
apresentou nivel aumentado de RNAm para LINE-1 quando comparado ao grupo infectado pés-
transfeccdo (48h IT 61,43 + 13,3) e o controle apenas transfectado (48h Trans 57,17 + 19,1)
(Figura 20B).
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Figura 20: Ligacéo do sistema CRISPR/dCas9 impacta a transcri¢do génica. Graficos apresentando média e
desvio padrdo dos diferentes tempos analisados no grupo infectado (Infec, barra azul), infectado p6s-transfeccao
(IT, barra vermelha) e apenas transfectado (Trans, barra verde). A: Amostras do grupo Infec e IT foram
comparadas em relacdo ao mesmo periodo de tempo (4, 12, 24 e 48h). B: Amostras do grupo Infec, IT e Trans
foram comparadas em 48h pds-infeccdo. Letras diferentes representam amostras estatisticamente diferentes.
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6 DISCUSSAO

6. 1 Validacdo de sistema CRISPR/dCas9 para identificacdo de transferéncia génica

lateral

Os genes adquiridos lateralmente podem fornecer aos organismos receptores novas
funcBes que impactam sua biologia e trajetdria evolutiva. Como parasitos sao nutricionalmente
dependentes de seus organismos hospedeiros, tendo geralmente uma associacéo fisica intima e
de longo prazo, isso fornece amplas oportunidades para a troca de material genético entre eles
e seus hospedeiros (WIJAYAWARDENA; MINCHELLA; DEWOODY, 2013). Esses eventos
derivam em um processo de coevolucdo que, por sua vez, representa uma extrema
especializacdo parasitaria (AGEITOS; VINAS; VILLA, 2019).

A esse respeito, nosso trabalho explorou a aplicacdo do sistema CRISPR/dCas9 no
estudo de TGH entre parasitos e hospedeiros, utilizando a infecgdo por T. cruzi como modelo
de estudo. Durante a validacdo do sistema SunTag, agregados fluorescentes se formaram ao
redor do nucleo celular, compativeis com complexos RNP. A saber, antes de qualquer efeito do
CRISPR, 0 gRNA deve ser complexado com a dCas9, formando uma RNP. Dentro da célula, a
sequéncia de DNA do guia e da dCas9, entregue pelos plasmideos, é transportada para o ndcleo
e transcritaem RNAmM. O RNA se move para o citoplasma, onde é traduzido e complexado com
0 gRNA para formar a RNP. Com o complexo formado, a sequéncia NLS atrai a RNP para o
interior do nucleo (LIU et al., 2017). Visto que os RNPs se acumularam ao redor do nucleo,
isso sugere que, devido ao tamanho e quantidade de plasmideos transfectados simultaneamente,
estaria ocorrendo uma possivel “competi¢do” pela entrada no ntcleo, dificultando a passagem
do complexo do citoplasma para essa organela.

Ao se avaliar a capacidade de marcagdo do sistema utilizado, verificamos que ele é
altamente especifico. Como esperado, em células controle negativo (sem infec¢do), s6 se
observou a marcagdo fluorescente nas células transfectadas com gLINEL, visto que este
retroelemento constitui cerca de 17% do genoma humano (LANDER et al., 2001). Ja as células
transfectadas com gGAL4 e gkDNA apresentaram apenas uma fluorescéncia difusa, referente
a auséncia de marcacdo, uma vez que essas sequéncias nao pertencem ao genoma humano.
Desta forma, embora estudos anteriores tenham relatado ligacdo e edicdo fora do alvo no
genoma humano (FU et al., 2013; LIN et al., 2014), nossos resultados mostram que o sistema

dCas9/SunTag, utilizado neste trabalho, foi capaz de superar essa limitacéo.
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A especificidade ao alvo foi também evidenciada nos experimentos de expressao de
LINE-1. Nossos resultados mostram que a transfecgéo pelo sistema CRISPR/dCas9 reprimiu a
expressdo da ORF2 desse retroelemento em cerca de 80%. De fato, a ligacdo do complexo a
fita de DNA parece perturbar a expressao génica. Um estudo mostrou que a insercdo de gRNAs
guiados para o gene MUC4 resultou em aproximadamente 45% de repressao do gene alvo.
Além disso, quando o sitio de ligacdo da Cas9 é muito préximo ao promotor, a repressdo pode
chegar a 80% (CHEN et al., 2013). No entanto, esse efeito parece ser minimizado ao marcar
uma regido distante do promotor ou uma regido de intron (CHEN et al., 2013, 2018).

Além disso, os resultados obtidos neste trabalho reforcam a capacidade do sistema
CRISPR/dCas9 em marcar a mesma sequéncia multiplas vezes (CHEN et al., 2013). Isso é
observado ao transfectar células com gLINEL. Passadas 48h pos-transfeccdo, verificamos
presenca de varios pontos fluorescentes no nucleo celular, indicando reconhecimento e ligacéo
da sequéncia alvo em diferentes sitios do genoma. Nossos resultados sdo condizentes com a
literatura, uma vez que se sabe que os retroelementos LINE-1 estdo dispersos por todos 0s
cromossomos humanos (LANDER et al., 2001; SIEBER; BROMLEY; DUNNING HOTOPP,
2017).

Ainda durante a validagéo, verificamos taxas de transfecgdo de 16-25%. Essas baixas
taxas podem ser explicadas pelo fato de que, quando os vetores que codificam os componentes
necessarios para a formacdo do complexo CRISPR/Cas9 sdo grandes (9—19 kb), eles resultam
em baixa eficiéncia de transfecgdo e viabilidade celular (SGNDERGAARD et al., 2020). Um
estudo comprovou que, usando um pequeno plasmideo repdrter (3,5 kb), a eletrotransferéncia
de mais de 90% das células, com aproximadamente 70% de viabilidade, pode ser alcancada
rotineiramente. No entanto, nas mesmas condi¢fes experimentais, a transfeccao de plasmideos
maiores (de 6-16 kb) resultou em viabilidade e eficacia de transfeccdo muito baixas
(LESUEUR; MIR; ANDRE, 2016), mostrando que essas fortes reducdes estdo diretamente
ligadas ao tamanho fisico da molécula do plasmideo.

Ademais, a taxa de eficiéncia de gLINE1 foi de 16,67%, uma taxa relativamente menor
qguando comparado a outros trabalhos utilizando esse sistema (CHEN et al.,, 2013;
TANENBAUM et al., 2014). Vale lembrar que retroelementos LINE-1, apesar de apresentarem
sequéncias conservadas, sdo altamente passiveis de sofrerem mutagdes ou truncamentos ao
longo do tempo (SIEBER; BROMLEY; DUNNING HOTOPP, 2017), 0 que poderia explicar a
baixa taxa de eficiéncia do sistema em nosso trabalho. Outra possivel explicacao seria o uso de
um dnico gRNA para cada sequéncia alvo. Visando detectar sequéncia do gene MUC4, um

estudo produziu coquetéis de lentivirus, cada um contendo 5 a 6 gRNAs, e infectaram as células
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com diferentes quantidades de gRNA. Foi observado marcacdo efetiva das sequéncias alvo
usando 36 gRNAs. Curiosamente, 0 aumento do nimero de gRNAs para 73 ndo aumentou a
eficiéncia de deteccdo, mas a reducgéo para 16 resultou em auséncia de marcagdo (CHEN et al.,
2013).

Desta forma, nossos achados possuem respaldo em dados prévios da literatura. Estudos
futuros nessa tematica precisardo levar em consideracdo o tamanho dos plasmideos e o0 nimero
de gRNAs utilizados para que se chegue a uma maior proporcao de células transfectadas e a
uma maior taxa de eficiéncia, possibilitando uma melhor compreensao da frequéncia em que
os eventos de TGH ocorrem e um melhor acompanhamento da dindmica de sequéncias-alvo em
tempo real, permitindo o registro do arranjo espaco-temporal das mesmas (CHEN; GUAN;
HUANG, 2016). A compreensdo de eventos TGH a nivel celular e molecular representara um

grande avanco nos estudos evolutivos e de organizacdo gendmica.

6. 2 CRISPR/dCas9 é capaz de detectar sequéncias de KDNA de T. cruzi transferidas

lateralmente ao genoma hospedeiro

Estudos anteriores demonstraram a transferéncia lateral de kDNA de T. cruzi para o
genoma de varios vertebrados, utilizando diferentes metodologias, como PCR, Southern
blotting gendmico e FISH (Hecht et al., 2010; SIMOES-BARBOSA et al., 1999, 2006;
TEIXEIRA et al., 1991, 1994). Assim, nossos resultados obtidos com o uso do sistema
CRISPR/dCas9 fortalecem e complementam os achados anteriores.

Ao se infectar as células com o T. cruzi e transfecta-las em diferentes dias pds-infeccao,
observou-se a marcacao de sequéncias de KDNA no nucleo da célula. Isso confirma que o
KDNA esté, de fato, integrado no genoma e néo livre no citoplasma, comportando-se como um
DNA epissomal. Ademais, esse resultado demonstra que a aplicacdo desse método em nosso
modelo de estudo com T. cruzi foi bem sucedida. E importante ressaltar que, de acordo com
nossas pesquisas bibliogréficas, este é o primeiro trabalho a realizar a transfec¢éo de sistema
CRISPR/Cas9 em uma célula infectada por protozoario.

Nesse sentido, a presenca do parasito ndo impactou a taxa de transfec¢do de nenhum
dos grupos, mantendo-as entre 16 e 24%. lgualmente, a eficiéncia da marcacdo em células
transfectadas com gLINE1 e gkDNA néo se alterou de maneira significativa ao longo do tempo
de infecgdo, havendo marcacao desses alvos em todo o periodo de estudo. Isso demonstra que
0 kDNA esta sendo transferido de maneira continua para o genoma da célula hospedeira,

reforcando a hipotese de Wesley e colaboradores (2019), de que a integracdo de minicirculos
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de kDNA no genoma hospedeiro representa um mecanismo adaptativo do T. cruzi, podendo
favorecer a infecgéo.

A esse respeito, sabe-se que o parasito provoca lesdes no DNA da célula hospedeira, as
quais promovem o recrutamento de poli [ADP-ribose] polimerase-1 (PARP1), 8-oxoguanina
glicosilase (OGG1) e XRCCS6, indicando a ativacdo do processo de reparo do DNA
(FLORENTINO et al., 2023, 2021). O aumento de tais proteinas esta associado ao aumento da
atividade de retroelementos LINE-1, como confirmado em nossos experimentos de expressao
génica. Esse mecanismo, além de auxiliar no reparo do DNA danificado (FARKASH; PRAK,
2006; PROTASOVA; ANDREEVA; ROGAEV, 2021), também pode servir como um
facilitador para a entrada de DNAs exdgenos no genoma da célula hospedeira (MEERS;
KESKIN; STORICI, 2016), como 0 kDNA de T. cruzi

Ainda que nossos dados tenham conseguido identificar o KDNA integrado, é
compreensivel que haja uma preocupagdo quanto a baixa taxa de eficiéncia em nossos grupos
experimentais, uma vez que sequéncias transferidas lateralmente podem ndo ter sido detectadas
devido a limitacBes da técnica. Vale lembrar que a cultura de células infectadas se comporta
como um mosaico (TEIXEIRA et al., 2011a), havendo desde células com vérias cépias de
KDNA integrado até células sem nenhuma integracdo, fator que, por si s, ja dificulta a
identificacdo das sequéncias de interesse. Esse mesmo fato poderia explicar ainda a dificuldade
de plataformas de sequenciamento em detectar a integracio de kDNA no genoma
(FLEGONTOVA; LUKES; FLEGONTOV, 2012). A esse respeito, considerando que
obtivemos éxito em detectar sequéncias de KDNA com o sistema CRISPR, a técnica pode
auxiliar nesse aspecto, uma vez que, havendo ligacdo no alvo, é possivel verificar o sitio de
integracdo por imunoprecipitacdo de cromatina seguido de sequenciamento (CHIP-seq) (LI et
al., 2018).

6. 3 Transferéncia de KDNA de T. cruzi ocorre mesmo na auséncia do parasito

Exossoma e microvesiculas sdo vesiculas extracelulares (EV — extracellular vesicles)
capazes de transferir horizontalmente moléculas biologicamente ativas, como RNA e elementos
transponiveis (KAWAMURA et al., 2019; ONO et al., 2019). Essas entidades sao conhecidas
por seu papel na comunicacéo intercelular em varios processos bioldgicos, incluindo a interagao
parasito-hospedeiro (COAKLEY; MAIZELS; BUCK, 2015; SZEMPRUCH et al., 2016). Por

exemplo, Plasmodium falciparum, agente etiol6gico da malaria, modula receptores citosolicos
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das celulas imunes inatas do hospedeiro secretando EVs contendo pequenos RNAs e DNA
gendmico parasitarios (SISQUELLA et al., 2017).

Em nosso estudo, células cocultivadas com T. cruzi em sistemas transwell apresentaram
taxas de transfeccdo bem homogéneas em relacdo aos diferentes grupos experimentais,
demonstrando que as moléculas presentes no secretoma ndo interferem no sistema utilizado.
Quando transfectadas com gkDNA, as células apresentaram marcagdo para sequéncias de
kKDNA no genoma, com taxas de marcacdo similares as encontradas em células infectadas. O
achado foi apoiado por técnica de gPCR, que mostrou auséncia de DNA nuclear do T. cruzi e
presenca de minicirculos de KDNA nas amostras, confirmando que as sequéncias podem ser
liberadas no secretoma do parasito, conforme descrito por Moraes (2022).

Além disso, nossos resultados também mostraram presenca de sequéncias de
minicirculos de KDNA de T. cruzi no genoma de células tratadas com benznidazol. Com esses
dados, € possivel constatar que a presencga dos minicirculos de KDNA no genoma independem
da presenca do parasito, uma vez que a transfeccdo com gkDNA detectou alvos no genoma
hospedeiro mesmo no 30° dia de analise. Isso pode ser explicado pela preferéncia de integracéo
de sequéncias de KDNA em regies de retroelemento LINE-1. Quando associado a esses
elementos, 0 KDNA pode ser mobilizado e replicado para outras partes do genoma (SIEBER,;
BROMLEY; DUNNING HOTOPP, 2017; TEIXEIRA et al., 2011a).

Aparentemente, a transferéncia de sequéncias de minicirculos de KDNA para o0 genoma
hospedeiro € um processo natural de T. cruzi, do qual ele se utiliza para adquirir vantagens
adaptativas, como sua propria sobrevivéncia e persisténcia no hospedeiro. De uma forma geral,
as vesiculas secretadas por T. cruzi tém um papel importante na modulacdo inflamatoria e
evasdo do sistema imune, uma vez que elas participam da comunicagdo intracelular
transportando moléculas funcionais. Por exemplo, ensaios in vitro utilizando macréfagos
mostraram que a estimulacdo com EVs antes da infeccdo por T. cruzi aumentou a taxa de
internalizacdo do parasito e a liberacdo de tripomastigotas infectantes por essas células (LOVO-
MARTINS et al., 2018). Ainda, as EVs parecem participar da ativacdo de macrofagos via TLR2
desencadeando a produgéo de citocinas e uma série de outras moléculas, modulando assim a
resposta imune do hospedeiro e, consequentemente, promovendo a sobrevivéncia do parasito
(D’AVILA et al., 2021).

6. 4 Expressdo de retroelementos LINE-1 é modulada por infeccdo de T. cruzi e
transfeccéo por CRISPR/dCas9
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Em concordéncia com o resultado do tdpico anterior, observamos que células infectadas
pelo parasito tiveram aumento significativo na expressdo de LINE-1 em todos os tempos
analisados. Niveis aumentados de expressdo ocorreram desde o primeiro contato das células
com T. cruzi (4h), havendo um pico na expressao de mRNA apds 3 dias. Tal fato pode favorecer
a integracdo, mobilidade e replicacdo das sequéncias de kKDNA no genoma por mecanismo de
retrotransposicdo. A esse respeito, outros patdgenos parecem modular essa maquinaria. A
infeccdo pelo virus da hepatite C (HCV) causou um aumento significativo dos niveis enddgenos
da proteina ORF1 codificada por LINE-1 (SCHOBEL et al., 2021). Da mesma forma, o
transcritoma de células derivadas de pulmédo infectadas com SARS-CoV-2 mostrou aumento
da expressdo de retrotransposon. De uma maneira geral, a regulacdo positiva desses
retroelementos pode levar ao aumento da instabilidade do genoma (YIN et al., 2021).

Além disso, o resultado obtido nesse experimento reforca a ligacao especifica do sistema
CRISPR/dCas9 no sitio alvo determinada por gLINE1, uma vez que células transfectadas por
esse gRNA tiveram a expressao reprimida. Em estudos futuros, seria possivel verificar se a
repressdo causada pelo sistema CRISPR/dCas9 impacta a integracdo e multiplicacdo das

sequéncias no genoma por avaliacdo quantitativa por qPCR.
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7 CONCLUSAO, LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o sistema CRISPR/dCas9
representa uma tecnologia robusta e confiavel para detectar evento de transferéncia génica
horizontal no modelo de infeccdo pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Neste projeto, o sistema
demonstrou ser especifico na identificacdo de sequéncias de LINE-1 e minicirculos de KDNA
do parasito em células infectadas; fato que foi apoiado pela auséncia de marcacéo de células
transfectadas com gGALA4 e células ndo infectadas transfectadas com KDNA.

Além disso, apesar de o sistema apresentar algumas limitagdes que sabidamente
resultam em uma baixa taxa de transfec¢do, como tamanho dos plasmideos, e escolha e
guantidade dos gRNAs, fomos capazes de visualizar sequéncias de minicirculos de KDNA de
T. cruzi em células infectadas pelo parasito, em todos os periodos analisados. Ademais,
comprovamos que a transferéncia de KDNA ocorre mesmo na auséncia do parasito, fator que
pode representar um mecanismo adaptativo usado por T. cruzi para modular a resposta imune
do hospedeiro. No entanto, devido as limitacdes discutidas anteriormente, o sistema precisa ser
aprimorado para maior abrangéncia e deteccdo de sequéncias transferidas lateralmente em
futuros estudos dessa natureza.

Ainda, nossos resultados mostraram que a infecgdo por T. cruzi causa um aumento da
expressdo de retroelementos LINE-1, o que pode favorecer a integracdo, mobilidade e
replicacdo das sequéncias de KDNA no genoma. De interesse, observamos que a ligacdo do
sistema CRISPR/dCas9 em regides ORF2 de LINE-1 reprimiu significativamente a expressdo
desse retroelemento. Como perspectiva, seria possivel analisar se tal repressdo impacta a
integracdo e mobilizacdo das sequéncias de KDNA, a fim de compreender 0 mecanismo de
integracao.

De forma geral, os resultados deste trabalho abrem novas perspectivas gquanto ao
emprego do sistema CRISPR/dCas9 como metodologia complementar nos estudos de eventos
de transferéncia génica horizontal entre diferentes organismos. A possibilidade do uso da
técnica em células vivas permitiria 0 acompanhamento em tempo real das sequéncias
transferidas horizontalmente, bem como nogdo da organizacdo espaco-temporal dessas
sequéncias. A versatilidade e extensa aplicabilidade da técnica podem ser exploradas para
estudos com diferentes organismos, auxiliando na compreenséo aprofundada de eventos dessa

natureza.
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