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RESUMO

O virus da COVID-19 tornou-se um grande problema de saude publica. Com o seu alto poder
de disseminacdo, o diagnostico precoce e 0 monitoramento dos pacientes positivos sdo
essenciais. Quanto mais rapido for o diagnéstico da doenca, mais urgentemente esse paciente
pode receber os cuidados médicos e ser isolado fisicamente do restante da populagéo,
quebrando assim, a cadeia de disseminagdo do patdgeno. No entanto, o teste padrdo-ouro para
identificacdo do SARS-CoV-2 é o RT-PCRQ que requer equipamentos e suprimentos de
laboratdrios de alto custo. Nos ultimos anos 0s métodos de deteccdo baseados em repeticdes
palindrémicas curtas regularmente interespacadas (CRISPR) mostraram-se eficientes para
testes moleculares baseados em acido nucleico devido a sua simplicidade, alta sensibilidade e
especificidade e por permitir detectar qualquer tipo de microrganismo e suas variantes. Esta
revisdo apresenta alguns estudos realizados para de deteccdo de COVID-19 baseados
em CRISPR, seus desafios e perspectivas. Por se tratar de uma técnica em evolugéo, existem
desafios a serem superados para a utilizacdo em estabelecimentos de saude, mas ja é possivel
notar o seu potencial emprego em diagndsticos especificos de forma simples e confiavel.
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ABSTRACT

The COVID-19 virus has become a major public health problem. With its high dissemination
power, early diagnosis and monitoring of positive patients is essential. The faster the diagnosis
of the disease, the more urgently that patient can receive medical care and be physically
isolated from the rest of the population, thus breaking the chain of dissemination of the
pathogen. However, the gold standard test for identifying SARS-CoV-2 is RT-PCRq, which
requires expensive laboratory equipment and supplies. In recent years, detection methods
based on regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) have proven to be efficient
for molecular tests based on nucleic acid due to their simplicity, high sensitivity and
specificity, allowing the detection of any type of microorganism and its variants. This review
presents some studies carried out for the detection of COVID-19 based on CRISPR, their
challenges and perspectives. As it is an evolving technique, there are challenges to be over
come for its use in healthcare facilities, but it is already possible to see its potential use in
specific diagnoses in a simple and reliable way.
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1 INTRODUCAO

No final do ano de 2019 surgiu um novo virus na cidade de Wuhan, na China,
que acarretou nos meses seguintes o surgimento de uma pandemia devastadora. Ele é
uma variacdo de um coronavirus preexistente, denominado novo coronavirus (SARS-
CoV-2), que causa uma doenca com manifestacdes predominantemente respiratorias, a
Covid-19 (HUANG et al.,2020).

Sabe-se que o desenvolvimento da Engenharia Genémica sempre permitiu
grandes avancos na area de saude, inclusive em desenvolvimento de diagndsticos
moleculares, 0 que permite um diagndstico rapido de algumas doencas infecciosas
como a Covid-19. A descoberta e o avango recente na biologia de repeticbes
palindrémicas curtas regularmente intercaladas (CRISPR) e proteinas Cas associadas a
CRISPR levaram a rapida expansao da pesquisa e, mais recentemente, ao diagnostico
molecular (XIANG et al., 2020).

Mesmo apds mais de dois anos de pandemia, muitos paises tem dificuldades
em diferenciar qual o melhor teste para identificar os contaminados e com o aumento
no namero de testagens seria possivel reunir dados populacionais capazes de subsidiar
as decisbes de saude publica, como por exemplo, abertura de escolas, reunibes em
massa, retorno ao trabalho, viagens e flexibilizacdo das medidas restritivas (PEELING
etal., 2021).

De acordo com Palaz et al. (2021), a técnica RT-qPCR € o método padréo-ouro
para o diagnéstico da COVID-19, porém este método possui algumas desvantagens. O
uso de Métodos baseados na técnica CRISPR-Cas tem empregado na detec¢do do
patdgeno causador da SARS-CoV-2, sendo um método com grande potencial para
auxiliar na luta contra o virus, uma vez que é de suma importancia a deteccdo e o
isolamento de individuos infectados.

Partindo da relevancia do diagnostico precoce do novo coronavirus e da
identificacdo de suas variantes para a contencdo de disseminacdo do virus e 0 uso de
ferramentas baseadas em CRISPR para métodos de diagnéstico, o objetivo desse
trabalho foi realizar uma revisdo de literatura sobre o uso de CRISPR como um
instrumento de deteccdo de é&cido nucléico para SARS-CoV-2 e discutir as

perspectivas futuras.



2 METODOLOGIA

Trata-se de uma revisao narrativa, por ela possibilitar uma discussdo mais ampliada,
pelo fato de o conteldo ainda ndo estar acessivel na literatura especializada por meio de
publicacbes de periddicos latino-americanos e por abordar um tema de extrema importancia,
recente, emergente e urgente em termos globais.

Por CRISPR ser uma técnica nova e ainda restrita, 0 seu uso estéa limitado a grandes
centros de pesquisa de paises economicamente desenvolvidos, esta publicacdo tem a finalidade
de atualizar os campos da ciéncia afins, de paises cuja comunicagdo sejam as linguas latinas,
além de demonstrar como esta revolucionaria técnica vem sendo usada tanto para o
desenvolvimento de métodos de diagnosticos para COVID-19 quanto para a deteccdo de
variantes.

Foram utilizados como termos de busca - "COVID-19, CRISPR and diagnostics,
COVID-19 and CRISPR", “Variants” em inglés ¢ “COVID-19, CRISPR e diagnosticos”,
“Variantes” em portugués. Neste levantamento prévio dos dados, foram buscadas publicagdes
nos seguintes portais indexadores: PubMed, Scielo e NCBI. Dentre os artigos encontrados
foram utilizados aqueles onde houve o uso do CRISPR para diagnostico do SARS-Cov-2,
sendo seis artigos em inglés. Nao foi encontrado artigo na lingua portuguesa que relacionasse

os dois assuntos.

3 COVID-19 E DIAGNOSTICOS POR CRISPR

Desde o final do ano de 2019, o mundo enfrenta uma crise apds a descoberta de
um novo virus. Esse virus é uma variacdo de um coronavirus preexistente,
denominado novo coronavirus (SARS-CoV-2) que causa uma doenca com
manifestacdes predominantemente respiratérias, a Covid-19. O primeiro estudo que
demonstrou algumas das manifestacdes desse virus sobre o ser humano foi publicado
em janeiro de 2020 (HUANG et al.,2020).

O virus responsavel pela COVID-19 é um virus de RNA de fita Unica de
sentido positivo, do género Betacoronavirus (DE WIT et al., 2016). Em analises
filogenéticas, foi demonstrado que esse virus esta relacionado a varios outros tipos de
coronavirus humanos, que causam uma variedade de infeccGes respiratdrias superiores
e inferiores, incluindo SARS-CoV (do surto de 2002) e o coronavirus da sindrome
respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV) em 2012 (LI et al., 2020).



Os coronavirus foram descritos pela primeira vez na década de 1960. S&o virus
de &cido ribonucleico (RNA) de fita simples, esféricos, encapsulados e cercados por
uma camada de proteinas. A proteina S, com aspecto de espiculas, produz estrutura
com aparéncia de coroa, determinando o tropismo do virus e fusdo com as células do
hospedeiro. Pertencem & Ordem Nidovirales, Familia Coronaviridae, Subfamilia
Orthocoronaviridae e classificam-se nos Géneros: Alphacoronavirus (aCOV),
Betacoronavirus (B-COV), Deltacoronavirus (6-COV) e Gammacoronavirus (y-COV)
(WANG et al.,2019).

O novo coronavirus, SARS-CoV-2, pode ser transmitido através de goticulas
do nariz ou da boca entre as pessoas quando estas espirram ou tossem. De acordo com
Guan et al. (2019), a doenga COVID-19 pode apresentar sintomas semelhantes a
outras infecgdes respiratorias, de modo que ndo sao especificos para a doenca e ndo
podem ser utilizados para um diagnéstico preciso. Sendo assim, é necessario um
monitoramento de todo o seu ciclo para que a disseminacdo do virus seja combatida

em todo 0 mundo, o que pode ser facilitado por um diagndstico prévio.

Segundo Loeffelholz et al. (2020), para que se obtenha resultados para
diagnostico da COVID-19, além do uso do método de laboratério adequado, a coleta
da amostra deve ser feita de forma adequada no momento certo da infec¢éo, no sentido
de aumentar a chance de deteccdo do marcador bioldgico investigado. O teste
confirmatdrio considerado padrdo-ouro é a deteccdo do material genético do virus,
como o0 RNA viral, por PCR em tempo real (RT-gPCR), no entanto, existem alguns
aspectos limitantes desse teste, como: 1) a positividade do teste geralmente ocorre nos
primeiros 4 a 8 dias ap6s o aparecimento dos sintomas, geralmente tornando-se
negativo ap6s cerca de 14 dias; 2) trata-se de teste de alta complexidade técnica, que
necessita de uma infraestrutura com um nivel de biosseguranca adequado para
realizacdo e é relativamente caro. Desta forma, testes com metodologias mais rapidas

€ precisas se tornaram necessarias.

Quanto mais precoce for o diagnostico da doenca viral, mais rapido o paciente
pode receber os cuidados médicos e ser isolado fisicamente do restante da populagéo,
quebrando assim a cadeia de disseminagdo do virus. Uma tecnica chamada CRISPR

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) ou “Conjunto de



Repeticdes Palindrémicas Curtas Regularmente Espagadas” vem sendo utilizada para
detec¢do de acido nucleico e diagndstico de patogenos. (PALAZ et al, 2021).

De acordo ainda com Palaz et al. (2021), o uso de Métodos baseados na técnica
CRISPR-Cas tem sido empregado pra a deteccdo do patdgeno causador da SARS-
CoV-2, sendo um método com grande potencial para auxiliar na luta contra o virus,
uma vez que é de suma importdncia a deteccdo e o isolamento de individuos

infectados.

O “Conjunto de Repeti¢des Palindromicas Curtas Regularmente Espagadas” ou
CRISPR ¢ usado pra clivar &cidos nucléicos invasores na natureza e vem sendo
utilizado para deteccdo de acido nucleico e diagndstico de patdgenos. Esses métodos
sdo rapidos, de baixo custo, portateis, faceis de usar, altamente sensiveis e especificos

e ndo requerem dispositivos complexos (PALAZ et al., 2021).

Diferentes variantes desse sistema estdo sendo usadas para desenvolver
métodos de deteccdo molecular simples, portateis, precisos, eficientes, rapidos e
baratos. Ele possui duas partes principais: a Endonuclease Cas (para quebrar o sitio
genémico alvo) e RNA guia (para identificar e direcionar a endonuclease Cas para a
regido alvo) (GANBAATAR e LIU. 2021).

Ao decorrer da pandemia, estudos foram realizados para desenvolvimento de
testes para a COVID-19, uma vez que o diagnostico precoce da doenca permite o seu
controle. Dentre esses métodos desenvolvidos muitos usaram a ferramenta CRISPR-
Cas. Nesse sistema, 0 RNA CRISPR (crRNA) e as proteinas CRISPR cortam
especificamente a regido alvo que é complementada com a sequéncia de
crRNA. Dentre as proteinas efetoras CRISPR, diferentemente da proteina Cas9, as
proteinas Casl2 e Casl3 tém uma capacidade Unica de clivagem colateral, o que
permite que essas ferramentas clivem indiscriminadamente o &cido nucleico
circundante, uma vez que se ligam ao local alvo (GANBAATAR e LIU 2021).

As proteinas Cas 12 e Cas 13 fazem parte do sistema CRIPR-Cas de classe dois
e utilizam de apenas uma proteina Cas de mdaltiplos dominios juntamente com o
crRNA para interferéncia. Esse grupo tem sido mais usado ultimamente para edi¢cdo do
genoma e diagnostico rapido e preciso de doengas infecciosas (XIANG et al., 2020).



Em seu estudo, Broughton et al. (2020) desenvolveu e validou inicialmente um
método de diagnostico para pacientes com COVID-19. As amostras de pacientes com
infeccdo por SARS-Cov-2 e pacientes com outras infeccdes respiratérias foram
analisadas. Este ensaio realiza transcricdo reversa simultanea e amplificacdo
isotérmica, usando amplificagdo mediada por loop (RT-LAMP) para RNA extraido de
swabs nasofaringeos ou orofaringeos em meio de transporte universal (UTM), seguido
de deteccdo de sequéncias de coronavirus predefinidas pela proteina Casl2. Apos a

clivagem de uma molécula repérter, a detec¢cdo do virus SARS-CoV-2 é confirmada.

Outro método, utilizando CRISPR/Casl2a, foi desenvolvido empregando
sinais de fluorescéncia a olho nu (CRISPR / Casl2a-NER), o que demonstra facilidade
no uso do teste em locais que ndo possuem equipamentos para analise de resultado.
Nessa detec¢do sdo usados reagentes semelhantes aos de outros métodos, com excecao
de reagentes para amplificacdo auxiliada por transcri¢do reversa de recombinase (RT-
RAA), um gene reporter marcado com uma molécula fluorescente verde, que é
utilizado e o mesmo seré clivado por Casl12a. Havendo &cido nucleico de SARS-CoV-
2 no sistema de detecgéo, a fluorescéncia verde resultante pode ser vista a olho nu sob
luz de 485 nm ( WANG et al., 2020).

O grupo de Ma et al. (2020) adicionou ao uso de cations divalentes aos
crRNAs, como 0 manganés para melhorar a sensibilidade do método. Esse sistema foi
descrito pelos autores como o sistema Casl2a aprimorado com manganés
(MeCas12a), o qual aumentou a sensibilidade de deteccdo em 13 vezes, possibilitando
a deteccdo de RNAs alvo mesmo em quantidades baixas. O MeCasl2a detectou a
sindrome respiratoria aguda grave por coronavirus (SARS-CoV-2) em amostras
clinicas e distinguiu entre SARS-CoV-2 e sindrome respiratoria do Oriente Médio por
coronavirus (MERS-CoV), os quais compartilham regides altamente conservadas em
seus acidos nucléicos, tendo apenas alguns polimorfismos de nucleotideo Unico. Desta
forma, o uso de Mn ?* melhorou a detecgéo de ambos os virus, sem a detecgéo falsa de

um virus sobre o outro.

Seguindo o uso do sistema CRISPR, Hou et al. (2020) criou o CRISPR-
COVID, um ensaio baseado na Casl3a. Além de desenvolver o diagndstico, eles
compararam 0 mesmo entre trés plataformas tecnolégicas diferentes: sequenciamento

metagendémico, RT-PCR e CRISPR. Esse grupo teve como alvo os genes ORFlab e N


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8120276/#B48

de SARS-CoV-2 e demonstrou melhor sensibilidade e especificidade com detec¢do de
ORFlab e através de seus dados clinicos demonstrou boa especificidade e

sensibilidade.

Buscando otimizar a deteccdo do RNA viral, Fouzoni et al. (2020) desenvolveu
um ensaio rapido baseado em CRISPR-Casl3a para deteccdo direta de RNA de
SARS-CoV-2. Diferentemente dos outros ensaios, esse grupo usou uma técnica que
ndo requer uma pré-amplificacdo do genoma viral para deteccdo, ele seria detectado
diretamente através da fluorescéncia medida por uma camera de telefone celular em
um dispositivo compacto que inclui iluminacdo a laser de baixo custo. A técnica
combina varios crRNAs que aumentam a ativacdo de Casl3a e analisa a mudanca na

fluorescéncia ao longo do tempo. O teste produz medic¢des quantitativas do RNA viral.
4 DETECC;AO DE VARIANTES

Embora se tenha a esperanca de que a pandemia acabou, ela ndo acabou. Ela
ainda esta em evolucdo e novas ondas, impulsionadas por novas mutagdes, surgirdo no
tempo e no espaco, possivelmente ao longo dos anos. A vacinagdo em combinagéo
com a vigilancia do genoma SARS-CoV-2 sdo fundamentais para manter a pandemia
sob controle (SCHMIDT et al.,2021).

Ao longo da pandemia causada pelo Covid-19, o SARS-CoV2 sofreu
mutacdes. Essas mutacGes sdo clinicamente importantes e podem alterar a
infectividade, gravidade ou susceptibilidade imunolégica do SARS-CoV-2, as quais
também sdo provavelmente resistentes a vacinas e capazes de reinfec¢bes. A futura
politica de saude publica e a resposta a pandemia precisardo do conhecimento da
presenca de tais variantes na populacdo local e sua rapida identificacdo da introducao
nas comunidades, e esforcos a partir de desenvolvimento e melhora de diagnostico
feitas sob medida, como diagnosticos CRISPR, serdo de suma importancia
(DEBOJYOTI et al.,2021).

Recentemente uma nova variante do SARS-CoV-2, B.1.1.529, também
chamada de Omicron, foi relatada & Organizagdo Mundial da Sadde (OMS). Esta nova
variante foi detectada pela primeira vez em espécimes coletados em 11 de novembro
de 2021 em Botswana e em 14 de novembro de 2021 na Africa do Sul. Essa variante

foi classificada como Variante de Preocupagdo (VOC). De acordo com o Centro de
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Controle e Prevencdo dos Estados Unidos (CDC) a vigilancia genémica, ou seja,
rastrear as novas variantes, permite detectar as melhores ferramentas para proteger a
salde publica (CDC,2021).

Os estudos acima mostram que o sistema CRISPR pode sim ser usado para
diagnosticar a Covid-19, mas assim como outros virus, 0 genoma SARS-CoV2 sofreu
varias mutacdes durante sua passagem pelo hospedeiro humano, e os impactos
positivos ou negativos exatos da maioria dos quais ainda estdo sob investigacdo
(MERCATELLI et al., 2020).

Ainda segundo Mercatelli et al (2020), novas mutagdes podem forcar o
desenvolvimento de novas terapias antivirais, bem como a adaptacdo das atuais para
enfrentar as novas estruturas moleculares do virus, 0 monitoramento constante das
mesmas sera fundamental para rastrear 0 movimento do virus entre os individuos e

entre areas geograficas.

Um grupo, através do desenvolvimento do Ensaio de Deteccdo Uniforme
Vinculado ao Editor FnCas9 (FELUDA) detectou mutacdes pontuais na sequéncia do
virus SARS-CoV2 obtida a partir de amostras de pacientes. Os pesquisadores
apresentaram o Rapid variant AssaY (RAY), um avanco da plataforma FELUDA para
identificar assinaturas mutacionais das variantes do coronavirus em uma amostra,
eliminando a necessidade de sequenciamento. O RAY pode detectar com sucesso tanto
a infeccdo quanto a presenca da mutacGes e tendo em vista 0 aumento e a
disseminacdo das variantes do virus em varios paises, € importante desenvolver
tecnologias que possam detectar essas variantes com rapidez e precisdo (KUMAR et
al., 2021).

CONSIDERACOES FINAIS

O padrdo-ouro para diagnostico da COVID-19 ainda possui algumas
limitagcdes, o que movimentou o mundo cientifico em busca de progresso e melhorias
na obtencdo de um diagnostico mais rapido, eficaz e barato. Devido a sua
simplicidade, velocidade, alta sensibilidade e especificidade, a técnica baseada em
CRISPR/Cas vem sendo empregada para desenvolver novos métodos de deteccdo do

genoma viral do novo coronavirus durante a pandemia e pode aumentar o numero de



testes realizados, bem como auxiliar na identificacdo de variantes, que é preocupacao

mundial atualmente, uma vez que tais variantes podem

Demonstrou-se que métodos de deteccdo do SARS-CoV-2 baseados em
CRISPR sdo baratos, sensiveis, especificos e ndo requerem instrumentos sofisticados.
Embora eles usem componentes diferentes no desenvolvimento da técnica, todos
buscam o resultado do teste de forma mais simples e répida, uma vez que o teste
padrdo-ouro para doenca ainda leva algumas horas para seu resultado. E importante

destacar que estes ensaios seriam (teis para outros virus e patdgenos.

Apesar dos resultados promissores, por ser uma técnica relativamente nova e
em ascensdo, ainda sdo necessarios mais estudos para chancelar o uso futuro da
técnica em clinicas e hospitais em grande escala, além de avaliar o impacto na sadde
publica, permitindo a acessibilidade a todas as camadas da sociedade. Os estudos
realizados para desenvolvimento do diagnostico de Covid-19 e suas variantes com 0
uso do CRISPR estdo acessiveis somente na lingua inglesa, durante a busca nenhum

resultado em portugués foi encontrado.

A pandemia ndo acabou e com o aparecimento de novas variantes do SARS-
CoV-2 é um desafio rastrear e controlar a disseminacdo de tais variantes, além de
compreender quais consequéncias elas podem trazer para a populacdo mundial.
Futuras pesquisas sobre diagnosticos, como diagnésticos CRISPR, e sequenciamentos

dessas mutacges serdo decisivos.

O uso do CRISPR pode reduzir o tempo necessario para o diagnostico da
Covid-19 e também facilitar o diagnostico molecular em laboratérios de poucos
recursos, 0 que o tornaria acessivel a um nimero maior de pessoas. Além de facilitar

no estudo gendmico das variantes.
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