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RESUMO

O conceito de terapia génica surgiu durante os anos 60/70. Em meados dos anos 80,
a edicdo génica; e a partir de 2012, deu-se a ascensdo das tecnologias de alta
sensibilidade e especificidade na conducdo da edicio do DNA humano, e
possibilitaram o avanco de técnicas que utilizam na edicdo de genes o aprimoramento
e 0 acesso a testes de diagndsticos rapidos, faceis, precisos, de baixo custo, sem
instrumentos e de pronto uso em ponto de atendimento (POC). Compreendeu-se,
buscar os aspectos que se relacionam ao uso da edi¢do génica como ferramenta de
diagnoéstico. Objetivou-se, analisar, caracterizar e descrever oS mecanismos das
principais técnicas de interesse clinico, e nortear o uso génico analitico, identificar e
conceituar a utilizagdo de CRISPR/Cas. Tratou-se de uma revisdo integrativa de
literatura que buscou levantar, relacionar, analisar e interpretar os dados a sintese do
conhecimento e sua aplicabilidade intrinseca a ciéncia dos genes. Pesquisou-se nas
bases de dados: Science/AAA, MEDLINE/Pubmed e SciELO e “Outros” sobre a
edicdo génica e o0s aspectos que influenciam sua utilizacdo como condigcéo
diagnéstica em suas interrelacbes a biosseguranca, bioética, biotecnoldgica,
diagnéstica laboratorial e biomédica contemporanea e social com abordagem em
terapias e edicdo génica, engenharia genética e biologia molecular. De forma pratica
e objetiva, as Biotecnologias se adaptam as necessidades individuais, sociais e
coletivas; a Bioética se caracteriza a condicdo humana no processo; a Biosseguranca
assegura a manutencdo do ecossistema e o Diagnostico clinico positiva a eficacia

génica.
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GENE EDIT AS A LABORATORY DIAGNOSTIC TOOL: AN INTEGRATIVE REVIEW

ABSTRACT

The concept of gene therapy emerged during the 60's/70's. In the mid-1980s, gene
editing; and from 2012, there was the rise of high sensitivity and specificity
technologies in the conduct of human DNA editing, and made possible the
advancement of techniques that use gene editing, improvement and access to quick,
easy diagnostic tests , accurate, low-cost, instrument-free and ready to use at the point
of care (POC). It was understood that the search for aspects related to the use of gene
editing as a diagnostic tool was sought. The objective was to analyze, characterize and
describe the mechanisms of the main techniques of clinical interest, and guide the use
of gene analysis, identify and conceptualize the use of CRISPR/Cas. It was an
integrative literature review that sought to raise, relate, analyze and interpret data the
synthesis of knowledge and its intrinsic applicability to the science of genes. Research
was carried out in the following databases: Science/AAA, MEDLINE/Pubmed and
SciELO and “Others” on gene editing and the aspects that influence its use as a
diagnostic condition in its interrelationships with biosafety, bioethics, biotechnology,
laboratory diagnostics and contemporary biomedical and social with an approach in
therapies and gene editing, genetic engineering and molecular biology. In a practical
and objective way, Biotechnologies adapt to individual, social and collective needs;
Bioethics characterizes the human condition in the process; Biosafety ensures the

maintenance of the ecosystem and Positive Clinical Diagnosis of gene efficacy.
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1 INTRODUGAO

Os avancos tecnoldgicos e da engenharia genética, evidenciam o surgimento
de novas ferramentas com caracteristicas especificas por meio da edi¢cao génica. Isso
ja ocorre através dos melhoramentos genéticos envolvido na seguranca alimentar, e
nos ultimos anos, ao uso em terapias virais e tumorais com sucesso. A edi¢do génica,
é basicamente, a capacidade de incluir ou excluir genes especificos no genoma
(editado-0). Tal possibilidade, vem abrindo espaco para o desenvolvimento de
variadas técnicas que suscitam a necessidade humana, e detre tantas, o uso para
diagnéstico clinico devido sua grande eficiéncia, eficacia, precisdo e seguranca no
diagnostico.

Sistematicamente, os acidos nucleicos sdo amplamente sensiveis e,
rapidamente adaptaveis as metodologias clinicas para diagnéstico em que se
empregam as técnicas de edicdo génica. (MYHRVOLD et al., 2018). Caetano et al.
(2019), a situa como uma técnica potencial devido as suas caracteristicas especificas,
e custo relativamente menor se comparado a outras técnicas que necessitam de
equipamentos. Segundo Arend et al. (2017), tais sistemas de edicao, simplificam e
ampliam o alcance da gendmico ao se conhecer os mecanismos que clivam o (DNA),
ou mesmo, a partir de uma sequéncia de RNA. Dentre estas tecnologias de edicao,
destaca-se o CRISPR, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(Repeticbes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas). Foi
identificado mediante estudo baseado na defesa bacteriana, pesquisadores
observaram que certas sequéncias de DNA ndo pertenciam naturalmente ao genoma
bacteriano, nomeando estas sequéncias de CRISPR. (REIS & OLIVEIRA, 2019).

Estas tecnologias biomédicas em desenvolvimento intercalam diversos fatores
biotecnoldgicos, bioéticos e de biosseguranca em sua manipulacdo, melhoramento,
uso terapéutico e investigacao para diagnosticos. O estudo busca estes aspectos que
influenciam o uso de tecnologia de edicdo génica como ferramenta de diagndstico
clinico (laboratorial ou em campo), abordando terapia e edigcdo génica, engenharia

genética, biologia molecular e diagndsticos.



2 OBJETIVOS

Caracterizar e descrever os mecanismos de edi¢ao génica e CRISPR como
ferramenta de diagndstico em seus aspectos biotecnoldgicos, bioéticos e de

biosseguranca e os parametros que envolvem o uso da técnica.

3 METODOLOGIA

O estudo é uma revisao integrativa sobre os mecanismos de edicéo génica e
CRISPR como ferramenta de diagndstico e os parametros que influenciam a sua
utilizacdo. Adotou-se a questdo norteadora: “Quais sdo os aspectos que norteiam o
uso da edigéo génica como ferramenta de diagnostico?”.

Foram incluidas referéncias em consulta as principais bases e periddicos
“(inter)nacionais”. MEDLINE/Pubmed (Medical Literature Analysis and Retrieval
Sistem); SciELO (Scientific Eletronic Library); Science/AAAS (Associagdo Americana
para o Avanco da Ciéncia), e integrado os periddicos nacionais: Revista de
Biotecnologia & Ciéncia - UEG (Universidade Estadual de Goias); BJSCR (Brazilian
Journal of Surgery and Clinical Research) Revista Veredas do Direito (Programa de
Pos-graduacdo em Direito da Dom Helder Escola Superior - DHES); e Revista
Pesquisa FAPESP (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo).
Usaram-se como descritores: “Biologia molecular”, “Diagndstico laboratorial”, “Edigao
génica’, “Terapia de genes” e suas respectivas tradugdes para o inglés: “Gene
Editing”, "Gene therapy", “Laboratory Diagnostic’ and “Molecular biology.”
Compreenderam estudos publicados entre 2016 a 2021 com dados sobre edicéo
génica e diagnosticos em Resultado, discussdes e conclusdes essencialmente. Para
critérios de (incluséo x excluséo) estabeleceu-se: 1°) recorte temporal a partir de 2016;
2°) edicdo génica e 3° diagndstico e/ou diagnoéstico laboratorial em terapia
génica/molecular. Para o tratamento, utilizou-se como instrumento de coleta de dados:
formuléario formatado (validado por Ursi, 2005). (DANTAS et. al.,2021). Adaptado pelo
autor para: A. ldentificagdo; B. Periddico; C. Metodologia; D. Objetivos; E. Resultados
e Conclusdes; F. Génica; G. Biotecnologia; H. Etica e |. Diagndsticos. Foram
separados e analisados a partir de dois grupos: 1°) Principais bases/periodicos. E 2°)

Demais periodicos.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

TECNOLOGIA DO DNA E EDICAO GENICA

Edicdo génica e aplicabilidades

A partir dos avangos do padrao de heranca monogénica de Gregor Mendel,
precedido pelo modelo revolucionario da dupla fita de (DNA) por James Watson,
bioquimico americano e Francis Crick, biofisico britanico; foi possivel em pesquisas,
a separacdo génica em locais especificos e, entdo o progresso da engenharia
genética neste processos. Gongalves & Paiva (2017), em seu estudo entende neste
contexto, a edicdo génica como a capacidade de melhoramento genético pela
correcdo de genes alterados (mutados) ou recombinac¢des sitio-especificas havendo
como alvo o tratamento terapéutico.

Furtado (2019), considera que a edicdo génica (ou edicao genética), baseia-
se na eliminacao de trechos especificos do (DNA) e insercdo de novos genes no local,
podendo ser editadas células germinativas ou somaéticas. Destas variabilidades
funcionais é possivel alterar as informacdes genéticas em diversas espécies, tipos
celulares e organismos. Incluem-se as capacidades corretivas de mutacgoes,
responsaveis por doencas hereditarias. (CAETANO et al., 2019). Neste modelo,
Santos et al., (2017), evidencia entdo o primeiro tratamento realizado com sucesso,
sendo o de uma paciente com deficiéncia em adenosina desaminase (ADA), que afeta
0 sistema imunitario; e o tratamento génico aplicado, foi através da retirada de
leucdcitos e inserindo “in vitro” 0 gene que leva a suprir a deficiéncia em adenosina, e

em seguida, reintroduzido ao sistema circulatorio da doente.

Biotecnologia

As modificagbes pontuais no genoma humano é objetivo da Medicina desde
o conhecimento do (DNA) como unidade basica da hereditariedade. (GONCALVES &
PAIVA, 2017). E, com o0 avanco das técnicas de edigéo, tem-se tornado cada vez mais
eficaz em pesquisas biomédicas, diagnésticos, laboratoriais, tratamentos,
agropecuarias e ambientais. (FURTADO, 2019). Segundo, Santos et al., (2017), a



evidéncia comprova-se através das modificacdes genéticas envolvidas nas doencas
humanas que possam ser investigadas, como as terapias, uso para eliminacéo viral
de células infetadas, cessacéo tumoral e o tratamento de doengas monogénicas.

Gumarédes (2016), relata que os procedimentos para estas ferramentas
biotecnoldgicas, ja estdo ao alcance dos laboratérios de genética conferindo
autonomia aos pesquisadores. E com o aprimoramento da transferéncia de material
genético exdgeno a célula através da proteina (Cas9), envolvida no sistema
imunolégico adaptativo bacteriano, chamado de (CRISPR), e o seu potencial uso
como ferramenta de edicdo em células humanas. (CAETANO et al., 2019).

O CRISPR, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(Repeticbes Palindrédmicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas), é
tecnologia de edi¢céo genica (uma sequéncia), sendo identificada em 1987 em estudo
na bactéria Escherichia coli, pesquisadores japoneses observaram certas sequéncias
de DNA pedacos que ndo pertenciam naturalmente ao genoma bacteriano. (REIS &
OLIVEIRA, 2019).

Caetano et al., 2019, valida que neste sistema, a bactéria insere parte do seu
(DNA) no bacteriéfago viral e o intercala em sequéncias repetidas (Casl e Cas?2)
promovendo a clivagem de uma porcéo do (DNA) invasor. Os fragmentos da clivagem
sdo introduzidos em seu genoma e formam um complexo (tracRNA e crRNA),
associado a endonuclease Cas9, responsavel por direcionar e promover a clivagem
do DNA invasor impossibilitando a progressédo da infeccdo. O (CRISPR) utiliza no
processo, somente 3 moléculas: i) a nuclease (Cas9), na clivagem sensivel e
especifica do (DNA); ii) um (RNA) guia, guia o complexo até o alvo e iii) o (DNA) alvo
é editado. (GONCALVES & PAIVA, 2017).

Santos et al., (2017), evidencia a facilidade em que modificacdes genéticas
envolvidas nas doencas humanas possam ser investigadas, ainda, a alta
versatilidade, eficicia, especificidade e facilidade do uso sdo vantagens do sistema
(CRISPR). Tais caracteristicas sdo fundamentais para diagnosticos clinicos é utilizado
para identificacdo de (DENV), (ZIKV) e (SARS-CoV-2). Siqueira & Almeida (2018),
confirma ainda em sua pesquisa que o0 uso da biologia molecular como ferramenta de

diagnéstico séo alternativas economicamente viaveis eficazes.



Diagnosticos

Conforme Siqueira e Almeida (2018), as metodologias de detecgcédo de (DNA)
possuem potencial de melhora a clinica, favorece o tratamento, reduz os custos,
toxicidade e as terapias desnecessarias. Seu uso clinico atende ainda as principais
caracteristicas. “Um diagnéstico ideal combinaria a sensibilidade, especificidade e
flexibilidade dos diagnoésticos de acidos nucleicos com a velocidade e facilidade dos
testes baseados em antigenos.” (MYHRVOLD et al., 2018, p1, traduzido pelo autor).®
Furtado (2018) destaca ainda, que as técnicas mais atuais de edicdo génica,
consistem nas enzimas modificadas pela acdo humana: as meganucleases; zinc-
finger nucleases; transcription activator-like effector nucleases e o (CRISPR/Cas). O
(CRISPR), segundo Gongalves e Paiva (2017), desde 2012 distingue-se como uma
das principais ferramentas biotecnolégicas de edicéo.

Das necessidades de diagndsticos que possam se rapidamente adaptados e
implantados em diversos ambientes, as pandemias mostraram seus efeitos
preocupantes quanto a eficicia das vacinas e tratamentos, e nenhum teste permitindo
a identificacdo especifica. (PUIG et al., 2021). Segundo Myhrvold et al., (2018), as
limitacbes das tecnologias de diagndésticos existentes, estas contribuem para a
circulacao e infeccao, pois, até que sejam confirmados clinicamente, tem-se ainda,
como desafio adicional, a diferenciagéo entre os virus causadores das infecgbes com
sintomas semelhantes. A pandemia de (COVID-19) destacou a necessidade de
diagnésticos que possam ser rapidamente adaptados e implantados em diversos
ambientes, visto que as variantes do (SARS-CoV-2) se mostraram preocupantes.
(PUIG et al., 2021).

Em seu artigo publicado na Science/AAAS: Diagndstico viral implantavel em
campo usando CRISPR-Cas13, (MYHRVOLD et al., 2018, traduzido pelo autor).?
Utilizou a técnica (CRISPR/Cas) para deteccao de (ZIKV) e (DENV). A técnica do
estudo emparelha SHERLOCK (desbloqueio repérter enzimatico especifico de alta
sensibilidade), (Ibid., 2018, traduzido pelo autor).>. E HUDSON. (SHERLOCK) é uma

plataforma desenvolvida para detec¢cdo de &cido nucleico baseada em Casl3,

3“An ideal diagnostic would combine the sensitivity, specificity, and flexibility of nucleic acid diagnostics
with the speed and ease of use of antigen-based tests.”

4 “Field-deployable viral diagnostics using CRISPR-Cas13”

5 “SHERLOCK (specific high-sensitivity enzy-matic reporter unlocking)”



semelhante a utilizada para teste de antigenos. (HUDSON) é a técnica desenvolvida
para lizar as particulas virais e inativar os altos niveis de Rnase e baseia-se no
aquecimento prévio das amostras diagnosticas ndo extraidas, diretamente de fluidos
corporais (urina ou saliva), para detecgdo em (SHERLOCK).

Conforme o autor, o diagnaostico € sensivel, especifico livre de instrumentos e
rapidamente implantavel com amostras em baixas concentracdes (quanto 1 copia por
ul). A técnica combina amplificacdo isotérmica via amplificacdo por polimerase
recombinase (RPA) baseada em (Casl13). Das amostras utilizadas, comparando a
sensibilidade e especificidade com outros testes de amplificacdo de acido nucleico
(RT-PCR), em ambos ensaios, positivos e negativos obtiveram: (100% de
sensibilidade, 100% de especificidade e 100% de concordancia). Nao houve falsos
positivos quando testado em urina e 4gua saudaveis. (MYHRVOLD et al., 2018).
Caetano et al., (2019), afirma em estudo que a técnica (CRISPR/Cas), demostra estas
possibilidades, bem como os riscos, os desafios e cuidados para area laboratorial.

Puig et al., (2021), traz em seu artigo, também publicado na Science/AAAS e
intitulado: SHERLOCK minimamente instrumentado (miSHERLOCK) para diagnéstico
no ponto de atendimento baseado em CRISPR de SARS-CoV-2 e variantes
emergentes. (PUIG et al., 2021, traduzido pelo autor).® Este é um estudo mais recente
e ultrassensivel utilizando (CRISPR/Cas) para deteccdo de (SARS-CoV-2). Sédo
baseados em enzimas (Casl13a) ou (Casl2a), e foi direcionado para teste de ponto
de atendimento (POC), é chamado de (mMiISHERLOCK) (minimamente instrumentado
SHERLOCK). (Ibid., traduzido pelo autor).” O diagnéstico é direcionado para “Point of
Care Testing (POCT)” ou ponto de atendimento (POC), rapido, autbnomo e de baixo
custo em plataforma capaz de deteccao universal simultanea de (SARS-CoV-2) e
variantes, sem instrumentos a partir de saliva e uso de reagentes estaveis a
temperatura ambiente. Ocorre incubag¢do da amostra na plataforma alimentada por
bateria e interpretacdo habilitada para uso em celular (via APP). Outros testes de
diagnoésticos baseados em (CRISPR) para (SARS-CoV-2) descritos, usaram “kits”
comerciais de extracao de (RNA) para preparacdo de amostras.

O autor descreve a plataforma como um processo semi-automatico, com

extragdo do (DNA) viral sem instrumentos e em concentracdo de saliva néo

8 “Minimally instrumented SHERLOCK (miSHERLOCK) for CRISPR-based point-of-care diagnosis of SARS-CoV-2
and emerging variants.”
7 “Point of Care Testing (POCT), miSHERLOCK (minimally SHERLOCK)”



processada. O procedimento consiste em: ligar o dispositivo (MiISHERLOCK);
introduzir (4 ml) da saliva do paciente na camara de preparacdo das amostras;
adicionar o tampéao (40 pl of 1 M DTT and 500 mM EGTA lysis buffer). A saliva
introduzida segue pela membrana de polietersulfona (PES), que é filtrante, onde
acumula e concentra o (RNA) viral. Transferem-se as colunas de fluxo para a camara
de reacdo pressionando um émbolo e liberando a membrana PES e a agua
armazenada em granulos da reacdo (SHERLOCK). Apos (55’), visualiza o ensaio
diretamente ou usando um aplicativo de smartphone que quantifica a saida

fluorescente e automatiza a interpretacdo do resultado.

Biosseguranca e Bioética

Em atuag&o conjunta com a biotecnologia, Reis e Oliveira (2019), descreve
que a biosseguranca é mais pragméatica que a bioética, pois, implementa seguranca
direta em area de intervencao: investigacao, ensino, producéao, distribuicdo bioldgica,
e a prestacao servicos relacionados. O panorama € ser seguro para profissionais,
pacientes, meio ambiente e a expressdo do gene, em geral, por toda a vida.
(GONCALVES & PAIVA, 2017). Segue ainda, segundo Rodrigues (2018), o principio
da precaucédo e preservacdo do patrimdnio genético animal e ndo humano e suas
interconexdes entre ecossistemas face aos déficits de cognicéo da ciéncia.

Segundo Furtado (2019), ao intervir sobre o (DNA), a edicdo genética tem
igualmente a capacidade de produzir os efeitos em escala macro ambiental. Como
exemplo, as aplicagdes sistémicas que consistem na otimizagdo do mecanismo “gene
drive” (indugao genética), os organismos geneticamente modificados, sdo dispostos
ao ecossistema disseminando determinada variante genética, podendo prevalecer
sobre espécimes anteriormente presentes no meio.

Conforme Reis e Oliveira (2019), tratando sobre biosseguranca e bioética em
analise “jusfilosofica”, conceitualmente, para a bioética, a gestdo da seguranca
biotecnoldgica suscita questionamentos e medidas compativeis a complexidade do
tema. Considera entdo a bioética global e importante como reflexdo, dada a
possibilidade de controle do genoma humano destacando que a bioética é moral e
analitica, servindo a ponderar os riscos inerentes. Goncgalves e Paiva (2017), confirma

gue a bioética € entdo prevista, e avalia estes riscos dos procedimentos e as suas



implicacdes envolvidas. Santos et al., (2017), infere que isso decorre de ndo serem
amplamente conhecidos os efeitos a longo prazo e, desta forma todas as variaveis

das questbes éticas devem ser vistas.

5 CONCLUSAO

As interrelag8es entre as diversas areas biomédicas, institucionais, politicas,
econdmicas e sociais consolidam as variaveis perspectivas tecnologicas de edi¢do e
das terapias génicas existentes. Os fatores biotecnoldgicos e éticos envolvem-se aos
aspectos mais técnicos, funcionais, morais e legais, estando envoltos aos
questionamentos mais classicos entre a ciéncia e sociedade. A edicdo génica e os
diagndsticos clinicos, consolidam-se quanto ferramentas de promoc¢éo a saude e ao
desenvolvimento humano, ao proprio progresso e do progresso tecnoldgico vigente.

O nexo ocorre entre as discussdes de base e o desenvolvimento dos fatores.
Estas condi¢cbes, norteiam as pesquisas génicas quando 0s mecanismos da
Biotecnologia se adaptam as necessidades individuais, sociais e coletivas; quando a
Bioética se caracteriza a condicdo humana no processo; quando a Biosseguranca
assegura a manutencado do ecossistema e quando o Diagndstico clinico positiva a
eficacia génica. As possibilidades das técnicas de edi¢do sdo imensuraveis o quanto

sao as incertezas, prevalece entdo o estudo, a precaucéo e a objetividade da vida.
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