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INTRODUCAO

O tema central dessa feira cientifico-cultural refere-se a Nova Terra, tendo como titulo
do projeto de pesquisa: O uso da edicdo genética contra a COVID-19. Propagar o conhe-
cimento cientifico por meio de tecnologias futuristicas em meio a pandemia da Covid-19.

Os coronavirus sao uma grande familia de virus comuns em muitas espécies diferentes
de animais, incluindo camelos, gado, gatos e morcegos. Raramente, os coronavirus que
infectam animais podem infectar pessoas, como exemplo do MERS-CoV e SARS-CoV.
Recentemente, em dezembro de 2019, houve a transmissdao de um novo coronavirus
(SARS-CoV-2), o qual foi identificado em Wuhan na China e causou a COVID-19, sendo
em seguida disseminada e transmitida pessoa a pessoa.

A COVID-19 ¢ uma doenga causada pelo coronavirus, denominado SARS-CoV-2,
que apresenta um espectro clinico variando de infecgdes assintomaticas a quadros graves.
De acordo com a Organiza¢cdo Mundial de Saude, a maioria (cerca de 80%) dos pacientes
com COVID-19 podem ser assintomaticos ou oligossintomaticos (poucos sintomas), e
aproximadamente 20% dos casos detectados requer atendimento hospitalar por apresen-
tarem dificuldade respiratoria, dos quais aproximadamente 5% podem necessitar de su-
porte ventilatorio.



DESENVOLVIMENTO

BIOTECNOLOGIA

As biotecnologias, em seu sentido mais amplo, compreendem a manipulagdo de
microrganismos, plantas e animais, com vistas a obten¢do de processos e produtos de
interesse para a sociedade. A rigor, as biotecnologias ndo sdo novas, mas sim, usam novas
ferramentas tecnologicas, baseadas no conhecimento cientifico e que, hoje, sdo
empregadas nas diferentes disciplinas cientificas da area bioldgica, como a genética, a
bioquimica, a entomologia e a fisiologia, entre outras.

Ha mais de cinco mil anos a espécie humana vem utilizando biotecnologias, notadamente
as fermentagdes para a producdo de alimentos e bebidas, como pao e vinho. A cultura de
tecidos e células foi estabelecida em meados do século passado e por meio dela, sdo
produzidas no mundo milhdes de mudas por ano de plantas clonais para uso agricola, com
impactos benéficos em termos de conservagdo de germoplasma, fixagdo de ganhos
genéticos e diminui¢do do uso de agrotoxicos.

Desde entdo, outras biotecnologias foram desenvolvidas, sendo as mais importantes:

(1) marcadores moleculares, que permitem a analise da diversidade genética e os testes de
paternidade;

(i1) engenharia genética, também chamada de tecnologia do DNA recombinante, que
possibilita a obtencdo de transgénicos, denominacdo ampla dada aos Organismos
Geneticamente Modificados - OGMs;

(ii1) sequenciamento de DNA, que permite o conhecimento do genoma dos organismos e
sua aplicagcdo no melhoramento genético;

(iv) clonagem de animais e,
(v) células tronco.

O termo biotecnologia, em sentido estrito, tem sido utilizado para referir-se as técnicas
modernas de biologia molecular e celular, incluindo a engenharia genética. Atualmente,
de todas as biotecnologias, a engenharia genética e a clonagem sdo as que causam maior
perplexidade a populagdo, particularmente pelos seus potenciais efeitos adversos a satde
humana e ao meio ambiente e suas implicagdes éticas.

O desenvolvimento da biotecnologia depende da compreensdo da biologia e de como esse

conhecimento pode ser usado para desenvolver novas aplicacdes. Por exemplo, o

entendimento de que a informacdo bioldgica ¢ armazenada no DNA, e que o DNA

coordena quase todas as fungdes de um ser biologico, sdo duas das pedras fundamentais
»

da biotecnologia moderna. Portanto, novas técnicas que nos ajudam a “ler”, “multiplicar”
ou “editar” o DNA ajudam a trazer novos avancos na biotecnologia.



O sequenciamento de DNA ¢ a principal ferramenta para “ler” o DNA, em outras
palavras, determinar a sequéncia exata e unica que torna cada ser vivo unico. O
sequenciamento de DNA nos dé a capacidade de entender quais sdo as diferengas entre
pessoas saudaveis e pessoas que sofrem de doengas hereditarias, ou quais sdo nossas
origens ancestrais.

Essa capacidade de “ler” o DNA aumentou continuamente nos ltimos anos, enquanto
seu custo diminuiu na mesma propor¢ao, € espera-se que essa explosdo de informacdes
sobre 0 DNA mude a vida das nossas futuras geragdes de varias maneiras.

Para “ler” ou “editar” o DNA, ¢ necessario ter grandes quantidades dele. A maneira mais
facil de obter DNA ¢ extraindo de células vivas, no entanto o DNA ¢ apenas uma parte
muito pequena das células, o que torna necessario ter uma grande quantidade de células
vivas para obter uma grande quantidade de DNA. Esse desafio foi resolvido quando foi
encontrada uma maneira de “multiplicar” o DNA, obtida pela compreensido de como as
células copiam seu proprio DNA. Isto permitiu estabelecer um método que multiplica
exponencialmente, de uma maneira muito especifica, grandes quantidades de DNA
obtidos de uma pequena quantidade. Este processo ¢ chamado Polymerase Chain
Reaction (ou PCR) e revolucionou a biotecnologia moderna desde a sua inven¢do em
1983.



EDICAO DE GENES HUMANOS

O ato de editar um gene humano ¢ um tipo de engenharia genética em que o ADN ¢
inserido, substituido, ou removido de um genoma utilizando nucleases modificadas
artificialmente, ou "tesoura molecular”.

A edigdo do genoma com nucleases de engenharia, uma poderosa ferramenta para
entender a fungdo bioldgica e revelar a causalidade, foi construida em um esforgo
conjunto pela academia e industria de 1994 a 2010. O uso do CRISPR/Cas9 ¢ a
implementagdo de 2013 na "caixa de ferramentas" de edicdo genética. A estratégia de
substitui¢do baseada em recombina¢do homologa nasceu nos anos 70 nos laboratorios de
Gerry Fink e Ron Davis que mostraram que um gene de levedura pode ser substituido por
um marcador selecionavel e, portanto, eliminado. Este método tornou-se uma fonte chave
da "genética do fermento", e ao longo das trés décadas subsequentes, a comunidade de
pesquisa de leveduras o usa, entre outras coisas, para fazer uma colec¢ao de alelos nulos e
hipomorficos em todo o genoma do fermento, amplamente utilizado para reversdo malhas
genéticas, a edicao do genoma baseia-se no conceito de reparagdo de mecanica do DNA
fita dupla pausa (DSB).

Engenharia de nucleases:

A chave para a edicdo do genoma ¢ criar um DSB em um ponto especifico dentro do
genoma. As enzimas de restricdo comumente usadas sdo eficazes no corte de DNA, mas
geralmente reconhecem e cortam em varios locais. Para superar esse desafio e criar DSB
especifico do local, trés classes distintas de nucleases foram descobertas e bioengenharia
até o momento. Estas sdo as nucleases de dedo de zinco (ZFNs), nucleases efetoras como
ativador de transcricdo (TALEN), meganucleases e o sistema de repeti¢des palindromicas
curtas e inter-espagadas regularmente (CRISPR/Cas?9).

O cientista chinés He Jiankui em novembro de 2018 foi responsavel pela primeira edi¢cdo
de DNA em fetos humanos, nascendo duas meninas gémeas no processo. De acordo com
o cientista, a edicdo torna as criancas imunes a HIV, variola e colera. Apesar do avango,
He ainda ndo explicou todos os detalhes sobre sua pesquisa, nem o que ocorreu com 0s
outros casais e embrides que participaram dos testes. Dado a complexidade do assunto,
sdo levantadas questdes morais e éticas sobre a pesquisa realizada. Ha um receio de que
os genes modificados sejam passados para as geragdes seguintes, assim, caso algum erro
foi feito, impactard varias vidas futuras.
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CRISPR

A edicdo genética através de cortes em locais especificos do DNA veio demonstrar
todo o potencial das nucleases, enzimas capazes de quebrar as ligagdes existentes entre

bases nucleotidicas. Existem 4 grandes grupos de proteinas que ligam ao DNA utilizadas
em edi¢do génica: as meganucleases provenientes de elementos genéticos moveis
microbianos, as nucleases baseadas nos fatores de transcricdo eucariotas como zinc
fingers (ZFN), as transcription activator-like effectores (TALENS), provenientes da
bactéria Xanthomonas e mais recentemente a endonuclease Cas9 do sistema imunitario
adaptativo de algumas bactérias como S. pyogenes. As proteinas meganucleases, ZFN e
TALENSs reconhecem locais especificos na sequéncia de DNA através de interagdes
proteina-DNA.

As meganucleases reconhecem sequéncias relativamente grandes de DNA e ndo foram
extensamente adotadas na engenharia genética devido a falta de especificidade entre a
proteina e o DNA alvo (SANDER e JOUNG, 2014). As ZFNs e as TALENs possuem
moédulos que reconhecem 3 e 1 nucledtidos, respetivamente, pelo que podem ser
direcionadas para locais especificos no DNA através de alteragcdes nos modulos e nas suas
combinagdes. Contudo, as ZFNs e TALENs exibem uma ligagcdo ao DNA dependente da
conformagdo criada entre os varios dominios ZF adjacentes € 0 mesmo sucede com os
monomeros TALE, o que exige laboriosos processos de mapeamento e enormes
investimentos laboratoriais, constituindo uma limitagdo ao seu uso. A grande diferenca
entre a Cas9 e as restantes ¢ o fato do reconhecimento feito entre RNA e DNA, ter por
base a complementaridade de bases (ligagdes Watson e Crick). A nuclease Cas9 ¢
direcionada por uma pequena sequéncia de RNA que reconhece o DNA alvo por
complementaridade tornando-o acessivel a acdo da Cas9, o que possui inumeras
vantagens comparativamente as nucleases anteriores.

Todo o redirecionamento das nucleases ZFNs e TALENSs requer processos laboratoriais
de desenho e ressintese de proteinas que possam guiar as nucleases para o local
pretendido, enquanto o redirecionamento da nuclease Cas9 depende de duas sequéncias
de RNA, o que ¢ bastante mais facil e simples CRISPR/Cas9: uma ferramenta de edi¢do
genética para investigacao e novas terapias

2- Funcionamento do sistema CRISPR/Cas9

O sistema CRISPR/Cas9 do tipo II ¢ um mecanismo de defesa das bactérias e Archaea
contra elementos genéticos invasores como fagos e plasmideos de DNA. A memoria
imunitaria surge ap6és o DNA ser cortado em pequenos fragmentos e incorporado no
CRISPR locus, passando a designar-se por protoespagador. O locus € transcrito numa
cadeia percursora de RNA ndo codificante (pre-crRNA).



As cadeias repetidas do pre-crRNA sofrem hibridagdo com um segundo RNA ndo
codificante, o trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA), formando uma cadeia dupla de
RNA que ¢ clivada e processada pela host factor ribonuclease (RNase) I1I. A forma duplex
de crRNA-tracrRNA associase com a nuclease Cas9 e forma um complexo responsavel
pelo reconhecimento e destruicdo do DNA invasor in vitro e nas células procariota.

Esta estrutura formada, que possui o crRNA com o espacador, tem especificidade para
uma sequéncia alvo, ligando-se por complementaridade e arrastando consigo a nuclease
Cas9. O seu dominio HNH cliva a cadeia complementar e o0 dominio RuvC a cadeia nao
complementar, provocando um duplo corte na dupla cadeia de DNA. Tal s6 acontece caso
a sequéncia alvo se encontre na regido adjacente a uma pequena sequéncia conhecida
como protospacer adjacent motif (PAM)

O crRNA derivado do protoespacador hibridiza com o tracrRNA. O hibrido formado
complexa com a Cas9, dirigindo-se at¢ ao DNA alvo onde a regido referente ao
protoespacador se liga por complementaridade, permitindo a clivagem pela Cas9.
Adaptado de uma ferramenta de edigdo genética para investigagdo e novas terapias
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De acordo com a Food and Drug Administration (FDA) ela concedeu a sua primeira
autorizacdo de emergéncia para um teste baseado na técnica CRISPR para a Covid-19,
desenvolvido pela Sherlock Biosciences, a produzir emergencialmente um teste ra-
pido para infecgdo pelo virus SARS-CoV-2 que detecta o material genético do in-
vasor em secrecdes de nariz e garganta, gerando resultados comparaveis aos dos
testes laboratoriais de PCR — o padrdo ouro para diagnostico da COVID-19 — em
menos tempo ¢ in loco.

O teste desenvolvido pela SHERLOCK adapta o sistema CRISPR-Cas que bactérias
usam, na natureza, para se proteger de virus, e que também estd na base das recentes
tecnologias CRISPR de edi¢do e manipulagdo genética.

Nas bactérias, o CRISPR-Cas reconhece e destroi virus que ja invadiram a bactéria
antes. Quando esses virus voltam a atacar, o sistema CRISPR produz sondas de
RNA, chamadas crRNA, que reconhecem o material genético do virus e se ligam a
ele, direcionando uma enzima do tipo Cas, que age como uma tesoura molecular e
"picota" o material genético do virus nos pontos indicados pelas sondas.

A enzima Cas9, inicialmente descrita com o sistema CRISPR, reconhece ¢ corta
moléculas de DNA e foi adaptada para fazer edi¢des de genoma. Varios grupos
estudam esse sistema como uma estratégia de terapia génica. Mas o uso original,
das bactérias, era como defesa contra virus. Alguns grupos estudam a possibilidade
de usar essa habilidade de bactérias para desenvolver testes diagnosticos para do-
encgas virais, e no futuro, terapias antivirais.

Existe uma outra enzima da familia Cas, a Cas13, que corta ndo DNA, mas molé-
culas de RNA viral. Aparentemente, as bactérias também sdo atacadas por virus que
tém RNA como material genético, como ¢ o caso dos coronavirus humanos. Adap-
tando esse aparato, a pequena empresa de biotecnologia SHERLOCK (acrénimo
para o inglés Specific High-sensitivity Enzymatic Reporter unLOCKing), desenvol-

veu seu teste diagnostico para COVID-19.
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EDICAO GENICA DO DNA HUMANO E A EXCLUSAO DO RNA VIRAL

Quando nos deparamos com uma doenga infecciosa, a principio pensamos que nao ha
nenhuma relacdo com a genética. Mas ndo ¢ bem assim. A recente pandemia pelo virus
SARS-CoV-2 (“novo” coronavirus) nos ensina que ¢ muito importante conhecer a
genética do coronavirus e de seus hospedeiros, em especial o humano. Compreender a
sequéncia do genoma de um unico individuo com o virus SARS-CoV-2 ja ¢ importante,
mas a compara¢do de multiplos genomas de diferentes pacientes, animais, lugares e em
diferentes periodos de tempo, ¢ muito mais informativo.

Conhecendo a genética do coronavirus podemos entender como esta pandemia comegou,
com que velocidade ele muda seu codigo genético e como estd se propagando
mundialmente. SARS-CoV-2 pertence ao género betacoronavirus, que infecta
principalmente os morcegos, mas também infectam outras espécies, como seres humanos,
camelos e coelhos.

O material genético do novo coronavirus (SARS-CoV-2) ¢ um pequeno RNA, composto
por apenas trinta mil bases nitrogenadas. O genoma contem 15 genes. Para termos de
comparagdo, o genoma humano ¢ composto de DNA, tem cerca de 3 bilhdes de bases
nitrogenadas e cerca de 20 mil genes. Ao desvendar a sequéncia do Genoma dos primeiros
casos do novo Coronavirus, os pesquisadores chineses s imediatamente confirmaram que
a sequéncia genética do SARS-CoV-2 ¢ extremamente parecida com a do genoma de um
“velho” Coronavirus, sequenciado em 2015, que infecta morcegos, e que através dos
morcegos infecta outros animais, até chegar ao ser humano.

A sequéncia genética identificada pelos pesquisadores chineses no SARS-CoV-2 ¢
também muito parecida com a do Pangolim malaio (Manis javanica), um mamifero
parecido com o Tamandua, que ¢ cacado e utilizado como especialidade gastrondmica
pelas populagdes das zonas onde habita. As suas escamas sdo traficadas para serem
utilizadas como afrodisiaco. Estes pangolins foram ilegalmente importados (até porque ¢
uma espécie considerada como criticamente ameagada de extingdo) para o porto de
Guangdong, uma provincia no sul da China. Dai a hipdtese mais aceita atualmente ¢ que
o morcego infectou o pangolim, que ao ser oferecido como alimento no mercado de
Wuhan, na provincia de Hubei, no centro da China, infectou animais, humanos, e
causando milhares de mortes.

O Brasil, de forma inédita, teve (e continua tendo) papel pioneiro neste tipo de
investigacdo genética. Antes mesmo dos pesquisadores italianos conhecerem a genética
do Corononavirus que infectou a Italia. pesquisadores brasileiros do Instituto Adolfo Lutz
(IAL) e do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo (IMT-USP), 48
horas ap6s a confirmacdo dos primeiros brasileiros infectados pelo novo coronavirus, ja
haviam tido o genoma sequenciado e obtiveram dados inéditos ndo sé para o Brasil, mas
também para a Italia.



12

CONCLUSAO

Em conclusdo, a revelagao futura de cartuchos microfluidic-baseados transporta-
veis e os reagentes liofilizados para executar o ensaio podiam permitir o teste do ponto--
cuidado fora do laboratério diagnostico clinico - tal como clinicas, departamentos de
emergéncia locais, aeroportos, e outros lugar. as ferramentas diagnésticas CRISPR-base-
adas podem dramatica transformar o campo de diagndsticos moleculars, fazendo os dis-

poniveis e acessiveis basicamente em qualquer lugar no mundo.



13

REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

https://brasil.elpais.com/ciencia/2020-04-22/tecnica-experimental-promete-detectar-o-

coronavirus-em-40-minutos.html

http://www.microbiologia.uftj.br/portal/index.php/en/graduacao-2/informe-da-

graduacao/995-crispr-cas9
https://www.gov.br/inpi/pt-br/servicos/patentes/tecnologias-para-covid-19/Diagnostico
https://www.infoescola.com/genetica/crispr/

https://revistagalileu.globo.com/Ciencia/Saude/noticia/2019/05/edicao-de-genes-

humanos-nem-sempre-e-assustadora-entenda.html

https://www.scielo.br/pdf/bioet/v27n2/1983-8042-bioet-27-02-0223.pdf



