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RESUMO
Nas ultimas décadas, os avancos da biologia molecular, baseados em bactérias,
proporcionaram grandes saltos em tecnologias de engenharia genética.
Recentemente, os sistemas de Repeticdes Palindromicas Curtas Agrupadas e
Regularmente Interespacadas (CRISPR) interagiram com a biotecnologia e diversas
outras areas da biologia. A descoberta desse sistema ampliou os horizontes da edi¢éao
de genomas, devido a sua facil manipulacdo e elevada precisdo. A tecnologia
CRISPR/Cas possibilita a manipulacdo genética com ferramentas simples, como por
exemplo, uma tesoura, capaz de ser direcionada exatamente para 0 gene a ser
excluido. Porém, esse sistema nao corrobora com questdes éticas, ao passo que suas
aplicac6es podem ser direcionadas para aquisicdo de vantagens estéticas, como a
produgéo de organismos perfeitos. Devido a sua recente descoberta, esse sistema
ainda estd sendo avaliado, com o objetivo de elucidar questées sobre sua funcéo,
utilizacao e consequéncias futuras de seu uso.
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ABSTRACT
In recent decades, advances in molecular biology, provided great leaps in genetic
engineering technologies. Recently, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats (CRISPR) have interacted with biotechnology and several other biology areas.
The discovery of this system has broadened the horizons of genome editing due to its
easy manipulation and high precision. CRISPR / Cas technology enables genetic
manipulation with simple tools, such as scissors, which can be targeted to the gene to

be excluded. However, this system does not corroborate ethical issues, whereas its
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applications can be directed towards the acquisition of aesthetic advantages, such as
the production of perfect organisms. Due to its recent discovery, this system is still
being evaluated in order to elucidate questions about its function, use and future
consequences of its use.

Keywords: CRISPR. Genomic Edition. Genetic engineering.

1 INTRODUCAO

Quando pensamos em engenharia genética imaginamos um mundo com super-
humanos, pessoas perfeitas, mutantes, e talvez a criagdo de uma nova espécie, que
causaria efeitos deletérios para o Homo sapiens. Mas, que tal imaginarmos uma
edicdo genbmica ao nosso favor? Um mundo sem cancer, com a cura para o virus
HIV e a auséncia de doencas genéticas. Ndo € um futuro de filmes, é uma
biotecnologia proxima e presente em nossas vidas e todas essas vantagens podem

ser fornecidas através do sistema CRISPR/Cas.

O curioso dessa técnica é que foi descoberta ao acaso. O estudo das geneticistas
Jennifer Doudna e Emmanuelle Charpentier era baseado no mecanismo imunolégico
de bactérias. Tratava-se de uma pesquisa com a finalidade de descobrir como esses
microrganismos lidavam com infeccdes virais. Em poucos segundos 0s virus tinham
a capacidade de destruir sua estrutura celular levando a morte da bactéria, por este
motivo seu sistema imune deveria ser eficiente e rapido na defesa a estes

bacteri6fagos.

Para auxiliar nesse processo, muitas bactérias apresentam um mecanismo
imunolégico adaptativo, o CRISPR, que é capaz de detectar o DNA viral e destrui-lo
rapidamente. Uma das ferramentas desse sistema € uma proteina, a Cas9, que tem
a capacidade de localizar, clivar e degradar o DNA do virus de forma especifica.
Baseadas nesse mecanismo as cientistas descobriram que ha a possibilidade de usar
a Cas9 como tecnologia da engenharia genética, para apagar ou inserir genes
especificos do DNA humano. Dessa forma a técnica ficou conhecida como
CRISPR/CAS9, e mostra-se capaz de revolucionar os parametros da edi¢cdo do DNA.
O CRISPR/Cas9 apresenta-se como uma ferramenta capaz de solucionar varios

problemas antes impossiveis, e por ser de simples resolugcdo e apresentar
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caracteristicas promissoras, varios cientistas estdo realizando pesquisas acerca de
sua utilizagdo. Por este motivo, este trabalho tem como objetivo buscar respostas
sobre esta técnica, apresentando uma projecdo de sua utilizacdo em meio a

discussoOes éticas de seu uso.

2 O locus CRISPR “REPETIGOES PALINDROMICAS CURTAS AGRUPADAS E
REGULARMENTE INTERESPACADAS”

A historia da descoberta do sistema CRISPR comeca no porto mediterraneo de Santa
Pola, em Costa Blanca, na Espanha, onde Francisco Mojica, que cresceu nas
proximidades, iniciou os seus estudos de doutorado em 1989 na Universidade de
Alicante. Em um de seus estudos, Mojica isolou cepas de Archaea que apresentavam
tolerancia a salinidade do local, e descobriu que essa concentracdo salina estaria
afetando o mecanismo de acdo de enzimas de restricdo. Ao isolar fragmentos de DNA
dessa espécie encontrou uma estrutura curiosa que apresentava multiplas copias de
uma quase perfeita sequéncia palindromica, repetindo 30 bases que nhado se
assemelhavam a nenhuma sequéncia gendmica de qualquer familia de micrébios até
entdo conhecidos (LANDER, 2016).

Anteriormente a Mojica, em 1987, Ishino, ao estudar cepas de Escherichia coli,
descreveu o mesmo achado em um de seus estudos (RICHTER et al., 2012). As
matrizes CRISPR foram identificadas em aproximadamente 40% das bactérias e 90%
de Archaea (MANGERICAO et al., 2016).

Francisco Mojica foi o primeiro pesquisador a caracterizar o que hoje é chamado de
CRISPR, em artigo publicado no ano de 1993. Ele trabalhou com esse sistema durante
toda a década de 1990, e em 2000, reconheceu que as sequéncias dispares de
repeticdo, realmente compartilhavam um conjunto comum de recursos, hoje
conhecidas por serem marcas de sequéncias CRISPR. Em 2005, Mojica relatou que
estas sequéncias de fragmentos correspondem a parte dos genomas de bacteriéfagos
invasores. Esta descoberta levou-o a hipotese de que CRISPR é um sistema
imunitario adaptativo (BROAD INSTITUTE, 2016).
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Até 2010, apenas cinco anos apos a primeira evidéncia experimental para CRISPR
na imunidade bacteriana, a funcdo e os mecanismos do sistema CRISPR foram
tornando-se mais claros. Varios estudos comecaram a explorar o sistema de CRISPR
natural para varias aplicacfes biotecnoldgicas, incluindo a geracao de culturas lacteas
resistentes aos bacteriéfagos e classificacdo filogenética de estirpes bacterianas. No
entanto, a edicdo do genoma, utilizando o sistema, ainda n&o havia sido explorada
(HSU et al., 2014).

Um passo importante para a compreensao do papel dos CRISPR foi a identificagao
de quatro genes estritamente localizados as matrizes CRISPR, que foram
denominadas Cas, uma familia génica associada a CRISPR. Esses genes, que estao
presentes apenas em genomas que contém matrizes CRISPR, possuem funcbes
preditas de helicases, polimerases, e nucleases, o que levou a hip6tese de que o
sistema CRISPR/Cas poderia estar envolvido na reparacdo do DNA. A literatura
descreve outros tipos de enzimas Cas, com variadas funcfes no mecanismo
imunologico. Para fins de manipulacdo genética, a proteina Cas9 é a mais utilizada.
(RICHTER et al., 2012).

O poder do sistema CRISPR/Cas9 para a engenharia genética, em células
eucariodticas, foi demonstrado a partir do ano de 2013. De acordo com 0s pioneiros da
tecnologia CRISPR, a definicdo moderna de engenharia gendmica refere-se a
modificacdo alvejada do genoma, o seu contexto (marcadores epigenéticos) e seus
resultados (transcri¢cdes). Este € um lembrete Gtil de que a tecnologia de edicao de
genoma, tais como CRISPR/Cas9 difere dos métodos classicos de edi¢cdo, em que a
manipulacdo do genoma era restrita a utilizacdo de recombinacdo homoéloga (RH) a
base de técnicas que se baseiam na homologia do modelo doador e regido alvo
(HEIDARI, 2015).
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Figura 1: Evolugéo do sistema CRISPR/Cas.
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Uma caracteristica inovadora do sistema CRISPR/Cas9 se comparado a outras
técnicas de terapia génica € a capacidade de reconhecimento do sistema, que é ditada
pelas interacfes de emparelhamento de bases de um RNA guia com o seu DNA alvo.
A meta-especificidade de CRISPR/Cas9 e a relativa facilidade de utilizacdo deste
sistema abriram uma variedade de oportunidades experimentais para a investigacao,
medicina e biotecnologia. Desde a sua principal aplicagdo como uma ferramenta de
edicdo de genoma em 2013, tem sido amplamente utilizada em varias linhas de
células e organismos, incluindo ratos, ratazanas, moscas de fruta, nematdides,
salamandras, sapos e macacos; bem como, plantas de cultura de arroz, trigo, soja e
do tabaco; e em fungos, organdides, células estaminais embrionarias humanas e

células-tronco pluripotentes induzidas (HEIDARI, 2015).

De acordo com um relatério publicado recentemente na revista Nature, publicacbes
cientificas sobre CRISPR superam qualquer outra tecnologia de edicdo de gene,
atingindo mais de 700 estudos no inicio de 2014. Alocagbes de financiamento e
pedidos de patentes para CRISPR indicam também uma mudanca significativa para
esta tecnologia. Seguindo a invengao precoce do sistema CRISPR, algumas
empresas foram fundadas com um foco principal na aplicacéo terapéutica de CRISPR,
incluindo Caribou Bioscience, CRISPR Therapeutics e Intellia Therapeutics, o que

demonstra um futuro promissor para a técnica (LEDFORD, 2015).
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2.1 O Mecanismo Imunolégico CRISPR-Cas

Bactérias e Archaea evoluiram seus mecanismos reguladores de defesa e
transformaram a forma como respondem a varios fatores de estresse ambiental,
especialmente ataques virais. O entendimento sobre este arsenal foi ampliado com a
descoberta do sistema CRISPR. As bactérias podem se “lembrar” de seus invasores
virais, por amostragem, sequéncias curtas de DNA, conhecidas como “protospacers”
(protoespacadores), a partir dos materiais genéticos de bacteriéfagos. Estas
sequéncias se integram ao préprio DNA da bactéria, especificamente em uma matriz
de sequéncias repetidas, CRISPR. As sequéncias integradas sdo chamadas de
espacadores. Quando estas sequéncias sdo transcritas e transformadas em
pequenos RNAs, eles guiam um complexo multifuncional de proteinas (proteinas Cas
- proteinas associadas CRISPR) para reconhecer e clivar o material genético de
entrada externa (MANGERICAO et al., 2016).

O sistema CRISPR é uma matriz de copias repetidas conectadas por sequéncias de
ligacdo de comprimento fixo. As sequéncias ligantes sédo chamadas de espacadores
e sdo normalmente obtidas a partir dos elementos genéticos que invadem as células
microbianas, os bacteriéfagos. Um CRISPR pode ser ativado pelos seus genes
vizinhos CRISPR-associado (CAS), e os espacadores serdo processados em RNA
molecular. A forma de RNA espacadores vai reprimir as atividades de elementos
estranhos com regides complementares inversas que invadem as células hospedeiras
(MAI, 2016).

A aquisicdo de sequéncias espacadoras de um dado fago por uma célula confere
sensibilidade diminuida a infec¢des posteriores por este virus. Os protoespacadores
sao encontrados proximos a sequéncia PAM (do inglés “proto-spacer adjacente motif”
— motivo adjacente ao protoespacador). Quando um novo espacador é incorporado
ao arranjo CRISPR, ele é introduzido a extremidade proximal, préximo a sequéncia
lider, que geralmente apresenta-se rica em A-T e tem cerca de 500pb de comprimento
(WATSON et al., 2015).

O promotor a partir do qual a expressao € iniciada esta localizado na regido lider e

gera um unico transcrito de RNA chamado pré-crRNA. A expressao do CRISPR de
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E.coli foi intensamente estudada, e por isso € conhecido que, hesses microrganismos,
CRISPR esta associado a oito genes Cas, e 0s produtos de cinco deles formam um
complexo, conhecido como Cascade. Este complexo inclui uma subunidade que esta
implicada no processamento do longo transcrito em crRNAs individuais curtos, cada
um deles tendo o comprimento de um espagador e uma sequéncia repetida. Estes
pequenos RNAs permanecem ligados ao complexo Cascade e o direcionam para 0s
genomas de DNA de moléculas invasoras (WATSON et al., 2015).

Figura 2: Mecanismo de progressao do sistema CRISPR/Cas.
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Fonte: Adaptado de The Doudna Lab, 2012.

O sistema CRISPR/Cas progride em trés passos: aquisicdo do DNA viral;
processamento dos RNA guias; e degradacdo do DNA invasor. Durante o primeiro
passo, a célula identifica um novo invasor e integra uma parte do seu DNA no l6cus
CRISPR do hospedeiro, assim que o protoespacador for integrado dentro do l6cus
CRISPR, este sera denominado espacador (MAIER et al., 2015). No segundo passo,
0 RNA é sintetizado, obtendo-se um longo pré-crRNA que € processado em pequenos
crRNAs maduros e funcionais. Estes RNAs curtos sdo essenciais para o ultimo passo,
a degradacédo do DNA invasor, onde eles detectam a sequéncia invasora e servem de

gatilho para a degradacédo do invasor por proteinas Cas (MAIER et al., 2015).

Rev. AMBIENTE ACADEMICO (ISSN Impresso 2447-7273, ISSN online 2526-0286), v.4, n.1, jan./jun. 2018



14

3 BENEFICIOS DA APLICACAO DO SISTEMA CRISPR

Algumas das principais aplicacdes do sistema CRISPR/Cas9 na pesquisa incluem a
criacdo de mutacles da linha germinal e geracdo de animais modelos transgénicos
com eficiéncia e velocidade significativa, transplantes baseados em modelos “in vivo”,
em que as células estaminais ou células progenitoras sdo modificadas por CRISPR e
transplantados para receptores, e a adaptacdo mais popular onde uma técnica de
administragao “in vivo” direta é utilizada, tais como microinjec¢ao de CRISPR através

de virus adeno-associado em tecido (DING et al., 2014).

Acerca deste tema, varios estudos tém sido propostos. Em estudos com ratos que
apresentavam doenca cardiovascular, foi sugerido que a terapia de genes por
CRISPR/Cas9 foi capaz de alterar permanentemente o gene mutante e restaurar a
funcdo natural do produto do gene. Outro estudo recente em primatas demonstrou
qgue a injecdo de um sistema CRISPR/Cas9 em um embrido de uma célula é capaz
de atingir simultaneamente dois genes em um passo, com elevada especificidade e

fora do alvo de mutagénese (NIU et al., 2014).

Apesar de seu elevado potencial na engenharia genética, o sistema CRISPR, néo
vem sendo aplicado nessa area devido questdes éticas. Aplicacbes emergentes
incluem o desenvolvimento de vacinas, prevencdo e tratamento de infeccoes,
engenharia microbiana, terapia celular e medicina regenerativa, producdo de

biocombustiveis e engenharia de genomas (HEIDARI, 2015).

O sistema CRISPR/Cas9 surgiu com uma proposta inovadora que concilia praticidade,
objetividade e especificidade. Suas aplicacbes ndo estdo limitadas apenas a area
médica, para manipulacdes genéticas ou desenvolvimento de novas drogas, estende-
se a biotecnologia, onde pode ser manipulado a fim de produzir combustiveis e
alimentos; além destas, na area bioldgica o sistema é capaz de manipular genes de

animais e a variagao genética de microrganismos (HSU et al., 2014).
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Figura 3: Beneficios da utilizagdo do sistema CRISPR/Cas9.
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4 LIMITACOES DA TECNICA

A tecnologia de edicdo CRISPR oferece oportunidades inigualaveis no combate a
doencas genéticas e modificacdo de genomas dos organismos vivos, humanos e
outros. Os esforcos dos cientistas na engenharia genética atingiram um pico quando
CRISPR apareceu como uma tecnologia rapida, direta e de baixo custo, acessivel
quase em qualquer configuracdo basica de laboratorio. Contudo, o0s riscos
desconhecidos e os potenciais beneficios relativos a esta poderosa tecnologia de
edicdo de gene precisam de uma investigagao substancial e uma discussao aberta
para permitir uma avaliacdo minuciosa de aspectos cientificos, éticos e sociais desse
problema (HEIDARI, 2015).
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4.1Discussdes Eticas no Uso do Sistema CRISPR

A perspectiva de que CRISPR pode ser utilizada para modificar a linha genética
humana tem estimulado debates internacionais (LANDER, 2016). Como uma
tecnologia emergente, o sistema CRISPR/Cas9 esté sujeito a um debate aquecido,
apesar do seu elevado potencial de aplicacdo, e desenvolvimento de medicinas
terapéuticas, ferramentas de diagnéstico e melhoria de bioprodutos. A principal
contribuicdo do sistema CRISPR a biomedicina estd na engenharia genética e em
reprogramacao de células para modificar caminhos patolégicos ou aumentar/reformar
sua funcéo biologica de varias formas, que anteriormente ndo existiam na natureza
(HEIDARI, 2015).

Tentativas recentes por cientistas chineses para editar embrides humanos usando
CRISPR (LIANG et al., 2015) causaram muita controversia ética e legal. Comités de
cientistas e bioeticistas manifestaram a sua preocupacao sobre o estado imaturo de
CRISPR em relacdo aos seus efeitos adversos, destacando a necessidade de uma
investigacdo mais aprofundada de questdes de seguranca e eficdcia antes de
qualquer tentativa de engenharia do genoma humano (BALTIMORE et al., 2015).

Da mesma forma, o National Institutes of Health/EUA (NIH) reafirmou que né&o
financiara qualquer uso de tecnologias de edicdo de gene em embrides humanos, de
acordo com a emenda Dickey-Wicker (1996), que proibe o uso de fundos federais
para a criacdo, destruindo ou conscientemente ferindo embriées humanos. O Food
and Drug Administration/EUA (FDA) funciona como arbitro final da aplicacdo clinica
da terapia genética, mas tais decisdes estdo sujeitas a revisdo pela Comissdo de
Recombinant DNA Advisory (RAC) do NIH. Em 2013, nas suas revisbes sobre
orientagfes para a investigagdo envolvendo moléculas recombinantes/sintéticos de
acidos nucléicos, NIH declarou que “nao apoiara propostas de alteragdo da linha
germinal, mas vai considerar propostas que envolvam a transferéncia de genes de

células somaticas”.

A interferéncia com a composicdo genética da linha germinal tem sido um assunto
socialmente sensivel desde os primérdios da engenharia genética, uma vez que

aumenta a intervencao biologica para uma perspectiva altamente ética. Por exemplo,
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o0 artigo 1° da Declaragéo Universal sobre o Genoma Humano e os Direitos Humanos
(1997) declara que "o genoma humano subordina a unidade fundamental de todos os
membros da familia humana, bem como o reconhecimento de sua inerente dignidade
e diversidade”, em um sentido simbdlico, € o patriménio da humanidade (UNESCO,
1997).

A declaracdo da UNESCO classifica 0 genoma humano como patriménio mundial, que
devera ser inerentemente protegido e conservado para as geracdes futuras. Embora
a UNESCO considere a integridade do genoma humano que evolui, desenvolve
mutacdes e expressa diferentes potencialidades de cada individuo, permanece vaga
se as deficiéncias genéticas e deficiéncias que causam doencas graves sao
consideradas como variagdes do genoma humano com um propdsito evolutivo e,
portanto, sujeitos a protecdo e conservagdo, ou se sdo erros biolégicos que podem
ser eticamente corrigidas por meio de tecnologia.

A visdo da Comissdao Europeia sobre a terapia genética € refletida na Diretiva
2009/120/CE, que se refere a terapia genética, terapia com células somaticas e
engenharia de tecidos como terapia avancada. No entanto, devido as complicacdes
técnicas dos dispositivos médicos e o aspecto interdisciplinar de terapia avancada,
uma comissao especial foi formada para organizar uma investigacdo caso a caso para
as tecnologias emergentes que possam cair sobre terapias avancadas (EUROPEAN
COUNCIL, 2001).

O Comité das Terapias Avancadas (COMMITTEE FOR ADVANCED THERAPIES,
CAT) é o 6rgédo autorizado para comercializacdo centralizada que é responsavel pela
avaliacdo de novos produtos de terapia avancada e regulamentacdo técnica das
respectivas tecnologias. De acordo com a CAT, um medicamento de terapia genética
"(A) contém uma substancia ativa que contém ou é constituido por um acido nucléico
recombinante usado ou administrado em seres humanos visando a regulagéo,
reparacao, substituicdo, adicdo ou exclusdo de uma sequéncia genética; (B) o seu
efeito terapéutico, profilatico ou de diagndstico esta diretamente relacionada com a
sequéncia de acido nucléico recombinante que contém, ou com o produto da

expressao genética desta sequéncia” (EUROPEAN COUNCIL, 2001).
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Embora a terapia genética em células somaticas parecesse ter a aprovacao
condicional da legislagdo da Unidao Europeia, qualquer interferéncia no material
genético da linha germinativa é proibida, tal como indicado na Convencdo sobre
Direitos Humanos e Biomedicina do Conselho Europeu, que permite engenharia
genética s6 por razdes preventivas, de diagndstico ou terapéuticas, e apenas quando
nao tem por objetivo alterar a composicdo genética dos descendentes de uma pessoa
(EUROPEANCOUNCIL, 1997).

O sistema CRISPR levanta questfes através de um espectro dindmico da ciéncia,
ética e politica. Embora reconhecamos o principio de "ndo prejudicar”, um dialogo
coerente entre ciéncia e ética pode equilibrar a posicdo de tais tecnologias em
decis@es politicas e elaboracdo de legislacdo. No entanto, como um pré-requisito da
legislacdo democrética, precisamos envolver efetivamente a voz publica neste
procedimento. Um risco relativo a percepcao publica das tecnologias de ponta, e em
particular os relacionados com a saude humana, e a validade das informacdes
acessiveis ao publico. Meios de comunicacdo, por vezes deturpam a ciéncia ao
publico, e a linha ténue entre ciéncia e ficcdo deve ser levada a sério quando se
discute edicdo de genoma, para evitar equivocos em torno de suas implicacdes
médicas e sobre os riscos potenciais. Por outro lado, pode-se argumentar que 0S
cientistas ndo sdo eleitos pelo povo e ndo necessariamente representam os valores
da sociedade. Uma politica transparente onde a vantagem realista e desvantagem de
tais tecnologias sédo comunicadas ao publico, certamente, deve servir para alcancar o
objetivo (SAREWITZ 2015).

5 CONSIDERACOES FINAIS

Sistemas CRISPR/Cas sado mecanismos de defesa procariotas generalizadas e
versateis que fornecem imunidade adaptativa e hereditaria para bactérias. Sua
descoberta inicial direcionou cientistas para a imunidade bacteriana, a fim de
solucionar mecanismos com 0s quais as bactérias combatiam bacteriéfagos, ou
tornavam-se resistentes a estes. O aprofundamento desse mecanismo revolucionou
a biologia molecular. Nos ultimos anos, a investigacao realizada nestes sistemas levou
a uma compreensdo mais profunda dos seus principios subjacentes. Grande

progresso tem sido feito em relagdo a estrutura, funcdo e interacdes de algumas
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proteinas Cas. Estas sdo fundamentais para o principio da técnica, pois ao serem
direcionadas pelos RNA guias sdo capazes de editar uma sequéncia genética. O
sistema CRISPR/Cas9 atrai pesquisadores, devido a sua elevada eficiéncia, sua
relativa facilidade de utilizacdo e seu futuro promissor. No entanto, esbarra com
questdes éticas devido a sua ampla utilizacdo na edi¢cdo de genomas. No campo ético,
frequentemente ocorrem diversas discussdes acerca da utilizagdo do sistema
CRISPR, questbes sao levantadas e a disputa entre bioeticistas e pesquisadores de
diversas areas biotecnoldgicas torna-se cada vez mais intensa, ao passo que as
pesquisas avancam em um ritmo acelerado. Essa técnica fornece vantagens e
desvantagens, e devido a sua recente descoberta, esses beneficios e maleficios ndo
sao claramente conhecidos, o que gera uma incerteza no meio cientifico. Em meio a
tantos pontos de discussdo e avangos nas pesquisas, a clareza de seu mecanismo

de utilizacdo torna-se extremamente necessaria para progressao de seu uso futuro.
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