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RESUMO

Este trabalho descreve a utilizacdo da técnica de edicdo de genomas CRISPR-Cas9 na
Engenharia Genética, evidenciando a vantagem do seu emprego para a ciéncia e 0s beneficios
que esta podera acarretar a sociedade, em contraste com 0s impasses bioéticos que a mesma
enfrenta no presente, especialmente em experimentos que envolvem a manipulacdo de células da
linhagem germinativa humana. Tal abordagem justifica-se pelo fato de que manipular materiais
genéticos atualmente ndo € algo inalcancavel como era considerado a algumas décadas e devido a
esta possibilidade, facilitada pelo avanco do CRISPR-Cas9, muitos embaracos €éticos de diversas
esferas sociais surgem, criando um tabu que precisa ser superado. O objetivo deste trabalho foi
realizar uma revisdo bibliografica em artigos cientificos publicados no Pubmed, Google Scholar e
SCiELO, que expliquem desde o descobrimento e a sua formulacdo para a edicdo de materiais
genéticos, os resultados e beneficios ja alcancados até os impactos que esta enfrenta na sociedade
contemporanea, em especial a manipulacdo de embrides humanos. A analise demonstrou 0 quao
promissor é a técnica e 0s grandes proveitos que sdo proporcionadas pelo seu uso na manipulacdo
génica e estudos genéticos, que por mais que em alguns experimentos realizados sejam perigosos,
audazes, arriscados e que devem ser discutidos atualmente e muitas vezes barrados, ndo €

considerada antiética.
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Este trabalho aborda, mediante revisdo bibliogréfica, a aplicacdo da técnica de edi¢do de
genomas CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats cujo
traducdo significa Repeticdes Palindromicas Curtas, Agrupadas e Regularmente Interespacadas)
em células somaticas e da linhagem germinativa em humanos e animais, sendo esta altamente
especifica na edi¢do de materiais genéticos, evidenciando os beneficios promitentes da técnica a
ciéncia moderna e os impasses éticos que esta enfrenta. A utilizacdo desta é util para o estudo de
doencgas que ndo possuem cura, como, por exemplo, o HIV, cancer e doencas monogénicas, além
de possibilitar avan¢os na criacdo de organismos resistentes a pragas na agropecudria e animais
com genes nocautes. Sendo este um assunto desconhecido pela populacdo em geral, a
possibilidade de edicdo de genomas ainda é considerada um tabu, tanto para da sociedade leiga,
guanto para alguns segmentos da ciéncia contemporanea, visto que a modificacdo do material
genético traz em si uma grande dose de incerteza, ja que é algo intrinseco dos individuos, sendo
credo de grande parte das pessoas a ndo modificacdo pela ciéncia devido a diversos fatores, como
socioculturais. Com efeito, a técnica gera debates éticos efervescidos sobre 0 quédo perigosa esta
pode ser, abordando principalmente a manipulacdo genética de células da linhagem germinativa
humana. Mediante a isto, este artigo desenvolve-se a partir de uma busca bibliografica no
PubMed, Google Scholar e Scielo e objetiva avaliar as argumentacdes propostas por autores entre
0s anos de 2012 a 2020 que sdo a favor ou ndo da utilizacdo da técnica para a edi¢do de genomas,
estabelecendo assim uma linha de discussdo para apresentar 0 qudo promissor € a técnica, mesmo
sendo arriscada e audaz em alguns experimentos. Por conseguinte, este artigo se faz necessario
por apresentar a populacéo cientifica, de diversas areas de estudo, um conhecimento sélido sobre
esta metodologia, 0s avancos que esta trouxe para fins terapéuticos e de pesquisa biomédica e 0s
impasses bioéticos envolvidos nos ramos que envolvem a modificacdo de materiais genéticos da

linhagem germinativa humana, abordando questdes cientificas e sociais sobre a tematica.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Do Sistema Imune procariotico a formulagdo de uma técnica para Manipular Materiais

Genéticos



As archaea e bactérias sdo seres unicelulares procaridticos que habitam o planeta ha
milhares de anos. Estas ordens podem ser infectadas por bacteriéfagos, virus que possuem
tropismo por celulas procaridticas (TORTORA, 2017). Para defenderem-se de infeccdes de
materiais genéticos ndo proprios, as bactérias e arqueias possuem um amplo sistema que visa a
destruicdo destes, por meio da criagdo de mecanismos que impossibilitem a adsorcdo de fagos,
sistemas de excluséo por superinfeccdo e proteinas intracelulares, atuando nas etapas cruciais da
multiplicacdo de bacteriofagos e desenvolvimento de sistemas de restricdo que impedem a
infeccdo por estes microrganismos, sendo estes equivalente a imunidade inata dos seres humanos
(LABRIE; SAMSON; MOINEAU, 2010; CHOPIN; CHOPIN; BIDNENKO, 2005). Em 1987,
através de estudos com a bactéria Escherichia coli (ISHINO et al., 1987), foi descoberto que
estes seres desenvolveram para se protegerem destas infec¢es virais um sistema imunoldgico
adaptativo especifico a determinados patdgenos, conhecido como CRISPR-Cas, no qual ocorre o
reconhecimento especifico de sequéncias de materiais genéticos por meio de sequéncias curtas do
DNA viral no loci CRISPR, podendo ser encontrado no material genético cromossdmico ou
plasmidial. Com isto, as mesmas conseguem degradar os acidos nucleicos invasores, impedindo
assim que o ciclo viral se concretize, sejam estes liticos ou lisogénicos (RATH et al., 2015;
BARRANGOU et al., 2007; HALE et al., 2009).

O CRISPR faz parte de um grupo de repeticdes em tandem que confere as archaea e
bactérias imunidade contra o ataque de patdgenos previamente expostos. Essas sequéncias
procarioticas variam de 23 a 47 pares de bases, que sdo separadas pela introducdo do material
genético viral de sequéncias com tamanhos similares, denominados espacadores (GRISSA et al.,
2007; MOJICA et al., 2005). Analogamente, tém-se as proteinas Cas, que sdo nucleases, com
funcdo de fragmentar as ligacdes entre os nucleotideos da sequéncia do DNA viral quando este
posteriormente infectar a célula (FU et al., 2013; FU et al., 2014).

E fato que o sistema CRISPR, em especial o0 CRISPR-Cas9, depois de sua descoberta, foi
proposto para ser usado para editar genomas humanos, baseando-se no principio do sistema
imune bacteriano. Em suma, este sistema de edicdo de genomas € preciso e se supera quando
comparado aos existentes, ZFN (Nucleases Dedos de Zinco) e TALEN (Nucleases Efetoras do
Tipo Ativador da Transcri¢do), sendo necessario somente uma subclonagem de oligonucleotideos
para a formulacdo do RNA guia ao invés da elaboracdo de proteinas diferentes especificas para

cada gene. Através deste, € possivel realizar a clivagem do DNA em loci especificos do DNA



humano e também de outros animais, como, por exemplo, o de camundongos, com custos mais
acessiveis (GUPTA et al., 2019; SEGAL; MECKLER, 2013). Além disso, a endonuclease Cas9
reduz uma possivel atividade mutagénica neste processo, como, por exemplo, alteragdes fora do
alvo (CONG et al., 2013) e pode ser entregue a célula alvo por microinjecdo (CRISPO et al.,
2015), eletroporacdo (VERON et al., 2015), injecdo hidrodindmica (YIN et al., 2014), vetores
virais (SWIENCH et al., 2015) e vetores ndo virais, como peptideos de penetracdo celular, e
nanoparticulas (RAMAKRISNA et al., 2014; MOUT et al., 2017).

A terapia génica vem sido amplamente estudada desde a descoberta do DNA,
fundamentando-se na melhoria genética por meio das alteracfes de genes ou pares de bases que
sofreram mutacdes, e sua aplicagdo em laboratorios apresenta-se promissora ao desenvolvimento
cientifico (GONCALVES; PAIVA, 2017). O sistema CRISPR-Cas 9 mostra-se propicio na
terapia génica, ja que a enzima Cas9 consegue fragmentar o material genético em loci especificos
de células eucaridticas, guiados pelo RNA guia, que direciona a enzima Cas9, possuindo funcdes
de ativacdo, repressao génica ou de inser¢do de uma nova sequéncia de DNA, modificando o
genoma, que posteriormente serdo reparadas por recombinacdo homologa ou unido ndo
homologa. A recombinacdo homologa torna-se facilitada, visto que o alelo selvagem (sem
manipulagdo humana) serve como um molde, evitando potenciais erros, pois utiliza sequéncias
similares, sendo as mais utilizadas, o0 que pode ndo acontecer com a unidao ndo homologa, pois no
processo de reparo podem ocorrer uma inser¢do ou delecdo (indels) de determinados genes ou
pares de bases (bp), conduzindo o material genético a uma mutacdo na sequéncia a ser editada
(DOUDNA; CHARPENTIER, 2014; RICHTER; RANDAU; PLAGENS, 2013).

O RNA, que serve como guia, e a Cas9 podem ser inseridos in vitro em células que
desejam-se realizar alguma alteracdo génica, provocando a quebra de fita dupla de DNA. Em
seguida, o proprio mecanismo de reparo celular é utilizado para alterar a sequéncia do material
genético, podendo ser utilizado tanto no restabelecimento da funcéo de determinado gene quanto
na inducdo de novas mutagdes, criando um gene nocaute ou inserindo no DNA partes de genes
que por meio da recombinacdo homologa, citado anteriormente, entram na posic¢éo da clivagem,
reabilitando a funcdo de determinado gene e sua expressdo proteica (Figura 1) (AREND;
PEREIRA; MARKOSKI, 2017; SANDER; JOUNG 2014; RICHTER; RANDAU; PLAGENS,
2013).



Figura 1 - Edicdo génica pelo CRISPR-Cas 9, no qual o RNA guia reconhece a sequéncia alvo que sera alterada. Em
seguida, ocorre o pareamento entre as bases através do anelamento com o loci génico e o protoespagcador do RNA
guia, que sucedem entdo as modificacOes, ativando a nuclease Cas 9, causando a clivagem das fitas. Desta forma,
ocorre a ativacdo do sistema de reparo celular, que serd conduzido pelas modificacdes realizadas anteriormente pelo
RNA guia (AREND; PEREIRA; MARKOSKI, 2017).

Endogeno

Fonte: AREND; PEREIRA; MARKOSKI, 2017.

2.2 Avangos propiciados pelo CRISPR-Cas9 na terapéutica de doengas humanas.

Com o desenvolvimento deste sistema e sua aplicacdo in vitro para a edi¢do estavel de
células somaéticas e germinativas, este tornou-se o alvo de estudo de diversas patologias que
acometem humanos e até o momento ndo possuem cura, conseguindo resultados satisfatorios,
evidenciando o quanto esta técnica vém beneficiando estudos cientificos de modificacdo
genbmica, fornecendo respostas que buscam-se a décadas. Segue abaixo uma tabela (Tabela 1)
que demonstram 0s principais avancos e experimentos significativos utilizando o CRISPR-Cas 9

em estudos de doencgas humanas.



Tabela 1: Avancos obtidos com o CRISPR-Cas9 em estudos realizados com o foco de compreender e tratar patologias humanas.

Experimentos realizados utilizando a técnica
de Edicdo de Genomas CRISPR-Cas 9

Resultados obtidos Referéncia

Criagdo de modelos de camundongos que
expressam a enzima conversora de angiotensina
humana Il (ECA2) para o estudo do SARS-Cov-
2.

Restauracdo da distrofina em modelos caninos e
camundongos para o0 estudo da Distrofia
Muscular de Duchenne (DMD).

Eliminacdo do genoma do HIV-1 de células
TCD4 humanas infectadas latentemente.

Foi observado que os camundongos com expressdo de
ECAZ2 continham altas cargas virais, em diferentes tecidos, SUN et al., 2020.
quando comparados com camundongos do tipo selvagem.

AMOASSI et al,
2018; KOO et al,
2018.

Remocdo da mutacdo que ocasiona deficiéncia desta
proteina em tecidos musculares.

Inibicdo da infecgdo pelo HIV-1 em células TCD4 humanas
primarias cultivadas e suprimiu a replicacdo viral ex-vivo
em células mononucleares e TCD4 obtidas do sangue
periférico de pacientes HIV-1 positivo, sem causar
genotoxicidade no DNA do hospedeiro.

KAMINSKI et al,
2016.



A utilizagdo do CRISPR-Cas 9 no estudo do
diversos tipos de céanceres e propostas
terapéuticas.

Estratégias curativas para B-hemoglobinopatias
utilizando CRISPR-Cas 9.

Corregdo da funcionalidade de genes em
células-tronco pluripotentes induzidas para
fibrose cistica em células epiteliais pulmonares.

CRISPR-Cas 9 cliva o virus da Hepatite B.

Criacdo de macacos nocaute para o estudo de
doencas relacionados a genes de doencas
humanas.

Inibicdo do crescimento tumoral no cancer de mama, em
sua disseminacdo e resisténcia aos quimioterapicos. A
utilizacdo do BC20 como marcador progndstico e possivel
alvo para o controle do cancer de mama. Diminuicdo da
malignidade do céncer de prostata.  Averiguacdo de
marcadores progndésticos para o cancer de endométrio e a
relacdo inversa entre o supressor de tumor PR e o gene
MYC.

Foi constatado que a edicdo de genomas mediados pelo
CRISPR-Cas 9 é uma oOtima alternativa para terapias
celulares baseadas em células tronco-hematopoiéticas.

Correcdo do gene CFTR em células tronco dos pacientes
doadores, sendo posteriormente diferenciadas para células
epiteliais pulmonares.

Utilizando o CRISPR-Cas 9, conseguiu-se clivar regides
especificas do virus da Hepatite B, levando a supressdo da
expressao génica e replicacao do virus.

Criacdo de macacos (Macaca fascicularis) nocautes para 0s
genes Ppar-y e Ragl para o estudo dos receptores que sao
ativado por peroxissoma Gama e para o0 gene de codificacdo
de proteinas Ragl no estudo de patologias, como, por
exemplo, a linfopenia.

RAZA et al., 2016;
SINGH et al., 2016;
EMGEL et al., 2016;
KAVLASHVILI et al.,
2016; KAWAMURA
et al., 2015.

DEVER et al., 2016.

FIRTH et al., 2015.

RAMANAN et al,
2015.
NIU et al., 2014.



A criacdo de camundongos para ao estudo de
carcinomas humanos.

Alteracdo do gene PCSK9 in-vivo para a perda
de funcdo com o intuito protecdo de doencas
cardiovasculares coronarianas.

Edicdo in-vivo de camundongos portadores da
Tirosinemia hereditaria 1.

A utilizagdo do CRISPR-Cas 9 para a cura da
catarata.

Edicdo génica utilizando o CRISPR-Cas 9, a fim de
formular camundongos para desenvolverem tumores a
serem estudados, como, por exemplo, adenocarcinoma
pulmonar (translocacdo dos genes EML4 e ALK no braco
curto do cromossomo 2), cancer de figado (mutacdo dos
genes Pten, p53 e Ctnnbl), adenocarcinoma ductal
pancredtico (delecdo do gene LKB1), meduloblastoma
(delecdo do gene Ptchl), glioblastoma (delecdo dos genes
Trp53, Pten e Nf1), cancer de mama (interrupgdo do gene
Pten por células iniciadoras de cancer de mama invasivo e
inativacdo dos genes Ptpn22 ou MII3) e cancer ovariano
(delecdo nos genes p53 e Brac2).

Diminuicdo nos niveis plasmaticos da pro-proteina
convertase subtilisina kexina tipo 9 (PCSK9) e aumento dos
receptores no figado para lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), diminuindo sua concentracdo no sangue de
camundongos.

Modificacdo do gene FHA em camundongos adultos, sendo
perceptivel no fendtipo, restaurando a perda de peso.

Camundongos que possuiam o gene CRYGC, responsavel
pela catarata, conseguiram por meio de injecdo da Cas9 e o
RNA-guia em zigotos, a modificacdo do mesmo, sendo este
carater transmitido para as proximas geracoes.

MADDALO et al.,
2014; BLASCO et al,
2014; SANCHEZ-
RIVEIRA et al., 2014;
XUE et al, 2014
CHIOU et al., 2014;
MAZUR et al., 2015;
ZUCKERMANN et
al., 2015;
ANNUZIATO et al.,
2016; WALTON et al.,
2016.

DING et al., 2014.

YIN et al., 2014,

WU et al., 2013.

Fonte: o autor



2.3 Consideragdes ético-sociais envolvendo o CRISPR-Cas 9 na edi¢do embrionéaria e os
efeitos da modificacdo genética em individuos na sociedade contemporanea

Um dos ramos de pesquisa que mostrou-se em pauta com a criacdo desta tecnologia € a
manipulacdo de embribes humanos, que geram grande comogdo cientifica e social. Atualmente,
muito se discute sobre a manipulacdo genética destes em questdes humanas e éticas, visto que o
CRISPR-Cas 9 possui alta precisdo e incomplexidade na técnica, sendo o alvo da pesquisa
cientifica realizar alteracdes génicas em embrifes, com o intuito de curar doencas genéticas,
melhorando assim a qualidade de vida destas pessoas.

Por ser uma técnica recente, desconhecem-se 0s impactos que a mesma pode ter para 0s
préprios individuos no futuro e em geragdes posteriores, o que faz com que a técnica em si possa
ser considerada perigosa e em alguns experimentos inaceitaveis, segundo Lamphier e
colaboradores (2015). O autor defende que devem-se realizar mais estudos, pois os efeitos da
modificacdo do organismo como um todo podem ser imprevistos e desconhecidos até 0 momento
do nascimento ou gerar mosaicos genéticos, fato este se a célula entrar em mitose antes da edicdo
completa do alvo CRISPR-Cas9, fazendo com que a edi¢do seja incompleta ou ndo edite todas as
células pretendidas; e que a técnica, se for utilizada, devera ser somente para fins terapéuticos ou
em células sométicas, a fim de eliminar ou induzir mutagdes corretoras de genes que conduzem a
patologias.

Segundo Baltimore e colaboradores (2015) é possivel avaliar os efeitos da modificacbes
em células germinativas e seus efeitos na vida adulta de diversos organismos, como nos animais,
porém é irreal a edicdo do material genético em embrides humanos e fazer projecdes sobre este
em longa escala apds a implantagcdo intrauterina e nascimento, ja que o CRISPR-Cas9 € uma
técnica recente, e por mais que se mostre promissora, envolve riscos, como toda pesquisa, indo
contra a lei natural da vida. Os autores, por conseguinte, indagam se seria responsavel utilizar a
técnica para a cura de doencas, pois a interacdo gene-ambiente pode ocasionar consequéncias
imprevistas in vitro, sendo necessario a elucidagdo destes fatores antes de ratificar o seu uso
clinicamente, realizando-se mais estudos especificos.

Além disso, Peng e colaboradores (2014) afirmam que para a técnica ser utilizada na
pratica, devem-se realizar estudos que aprimorem o modo de entrega do CRISPR em seus alvos

celulares e nucleares, ja que estes podem ter efeitos fora do alvo, por mais que sejam altamente
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precisos, como j& demonstrados em plasmideos bacterianos. Isto faz com que a mesma possa ser
arriscada em experimentos embrionarios humanos, pois pode modificar partes do genoma néo
intencionais, trazendo complica¢fes que sO serdo perceptivas ap0s 0 nascimento, capaz de serem
irreversiveis (CRIBBS; PERERA, 2017).

Em meio a todo esse debate bioético envolvendo o CRISPR-Cas9 em experimentos com
células germinativas, em fevereiro de 2016, Callaway e colaboradores (2016) relataram que
cientistas britanicos conseguiram uma licenca legal para a edicdo de embrides humanos saudaveis
pela. HFEA (Human Fertilisation and Embryology Authority, traduzindo Autoridade de
Fertilizacdo e Embriologia Humana do Reino Unido), no qual iriam alterar genes de embrides
nos primeiros dias e interromper 0s experimentos apds sete dias do estudo, com o objetivo de
estudar genes envolvidos na fase inicial da formacdo embrionaria, aumentando as taxas de
sucesso da fertilizacdo in vitro (FIV). Liang e colaboradores (2015) realizaram, da mesma forma,
edicBes em zigotos triponucleares (embribes ndo saudaveis), porém os resultados ndo foram
satisfatorios, ja que o reparo por recombinacdo homologa apés a clivagem pelo CRISPR-Cas9 no
gene da B-globina foi baixo, gerando embrides mosaicos e com mutacdes ndo previstas
anteriormente. Este trabalho foi publicado pelo periédico Protein Cell, sendo rejeitados pela
Science e Nature devido a impasses éticos (CRESSEY; CYRANOSKI, 2015).

Com isto, € notorio que a escassez de conhecimentos praticos sobre a manipulacdo de
embrides humanos em campos de estudos relacionados a mutagénese é vasto, e que para realizar-
se estas pesquisas devem ser analisados todos os fatores possiveis que possam vir a ocorrer antes
da parte préatica do experimento, bem como este ser supervisionado por terceiros (MULVIHILL
et al., 2017). Guttinger (2018), em acréscimo, afirmou que quando modifica-se 0 genoma de um
organismo, deve-se levar em consideracdo os efeitos que este pode acarretar, pois um
determinado gene pode alterar posteriormente a funcdo de outro e o CRISPR-Cas9, por ser
recente, ndo tém-se conhecimentos suficientes sobre a precisdo da técnica, o que leva a crer que a
proibicdo da edicGes de embrides humanos na contemporaneidade esta passando por um
exercicio de autoconfianga, ja que experimentos como estes confrontam com valores morais de
certos grupos sociais.

Em controvérsia, Savulescu e colaboradores (2015) afirmaram que devem ser realizados
experimentos utilizando embrides humanos sempre que possivel e necessario, pois seria

irresponsabilidade por parte da ciéncia ignorar experimentos que futuramente possam salvar
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vidas, e se 0s pesquisadores obstem-se destes ramos de pesquisas, moralmente, estdo sendo
responsaveis por mortes que poderiam ser evitadas utilizando a engenharia genética, e que
experimentos como estes ndo devem ser proibidos, porém permitidos baseados em
regulamentacdes cujo o foco é promover a saude e bem estar populacional. Isto corrobora com 0s
resultados j& obtidos com o CRISPR-Cas9 e seus efeitos gendmicos em experimentos obtidos
com materiais genéticos humanos e animais em diversos loci especificos, como citados.

A fim de barrar o uso irracional da manipulacdo de genomas foram propostos conselhos
internacionais que visam estabelecer limites entre os riscos e beneficios dos mesmos, iniciando
em 1975 em relagéo a tecnologia do DNA recombinante, intitulando-se proibicdo de Asilomar
(BERG et al., 1975). Esta gerou resultados eficazes no que se diz respeito a criar plasmideos de
replicacdo autbnoma possuindo genes de resisténcia a antibioticos e combina¢ées com DNA viral
de cepas oncogénicas, criando assim uma linha ténue segura entre uma pesquisa confiavel a ser
desenvolvida e os riscos que o método empregado pode proporcionar. Porém, os dizeres da
proibicdo de Asilomar ndo é aplicavel ao CRISPR-Cas9, devido a falta de conhecimento sobre 0s
efeitos que acarretam a modificacdo do material genético humano com esta técnica recente,
apesar de que deve-se propiciar um espaco seguro para os experimentos. E vélido ressaltar que se
processo de modificacdo de bactérias e plantas com o DNA recombinante falhar o descarte €
realizado, o que ndo seria plausivel utilizando embrifes humanos (GUTTINGER, 2018;
NATURE, 2015).

Para se realizar pesquisas com embrides humanos, Hyun e colaboradores (2016) relataram
que ha o limite de 14 dias para que 0s experimentos ocorram, sendo necessarios interromper o
desenvolvimento do embrido apés este periodo. Esta politica foi proposta incialmente pelo
Conselho Consultivo de Etica do Departamento de Sadde, Educacio e Bem-Estar dos Estados
Unidos no ano de 1979, sendo posteriormente aderidos a outros paises, que defendem que neste
periodo podem-se realizar estudos cientificos. Porém, muito discutiu-se para a sua criacdo, bem
como quando surgiram ideias para a sua modificacdo, pois esta representa um equilibrio entre os
objetivos das ciéncias e condutas morais de diversos segmentos da sociedade. No Brasil, de
acordo com o artigo 6 da lei 11.105, inciso I, 1l e IV, é expressamente proibido o uso da
engenharia genética in vitro em células humanas germinais, zigoto, embrides humanos e
clonagem humana (PRESIDENCIA DA REPUBLICA, 2005), contudo experimentos utilizando o

CRISPR-Cas9 em celulas germinativas sdo realizados em sua totalidade no exterior. Desta forma,
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é evidente que cada pais possui em suas leis e dizeres sobre a manipulacdo de embrides, porém o
genoma é compartilhado entre todos, sendo necessarios debates para a formulagdo de normas e
leis, como acontece, por exemplo, em cUpulas internacionais.

Em 2015, foi realizado em Washington DC (Estados Unidos da América) uma declaracéo
de Cupula Internacional sobre a edicdo de genes humanos, em especial a edi¢cdo embrionéria e de
células-tronco, com pesquisadores especialistas em ética, politicos e membros das principais
universidades do mundo. Nesta, fatores como a edi¢do incompleta no processo de manipulacao
génica que podem gerar mosaicismos, ja demonstrados em experimentos utilizando o CIRSPR-
Cas9, como, por exemplo, o de Laing e colaboradores (2015), a dificuldade de prever efeitos de
uma modificacdo no genoma para a pessoa, e que a partir do momento que esta alteracdo for
inserida em uma populacdo sera dificil retird-la, implicando nas geracdes posteriores do individuo
e poder ser tornar um fator atenuante de discriminac@es socioculturais, afetando o convivio social
do modificado, foram discutidos, demonstrando-se que seria irresponsavel por parte da ciéncia
promover ensaios clinicos até que estes fatores sejam elucidados (INTERNACIONAL SUMMIT
OF HUMAN EDITING, 2015).

Em compensacdo, no final do ano de 2018, em Hong Kong (China) foi realizado a
segunda Cupula Internacional sobre edicdo genética em humanos com o objetivo de tragar as
possiveis aplicacdes clinicas e as reacfes que a sociedade possa desenvolver sobre o tema,
ficando acordado e apoiado o0s avangos crescentes que vém-se alcancando em relacdo a
manipulacdo genética em células somaticas, porém devido a fatores ja citados, continuou barrado
0 uso clinico da edicdo na linha germinativa humana. Em discusséo, ficou claro que a edicdo da
linhagem germinativa poderia propiciar que pais com doengas genéticas conseguissem ter filhos
fisiologicamente saudaveis, porém a edicdo da linhagem germinativa traz em pauta uma grande
quantidade de riscos. Debateu-se que futuramente a edi¢do da linhagem germinativa possa ser
algo aplicével se estes problemas forem selecionados e esta for a Unica opg¢do de tratamento a um
paciente, corroborando com o que a Unesco propde (UNESCO, 2015) se houver garantia que
estes pacientes terdo acompanhamento médico e supervisao independente concreta e rigorosa,
além de atencdo aos efeitos sociais e didlogo amplo e aberto entre representantes da populagdo e
cientistas (INTERNACIONAL SUMMIT OF HUMAN EDITING, 2018).

Segundo a International Society for Stem Cell Research (2016), os objetivos e ideias

propostas pela Segunda Cupula Internacional complementam-se, pois a mesma € a favoravel a
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manipulacdo embrionéria realizados sob supervisdo, a fim de entender os fenémenos envolvidos,
sem a implantagdo posterior destes embrides. Desta forma, qualquer tentativa de modificacdo
embrionaria com o objetivo de implantacdo deve ser barrada, ja que 0s conhecimentos possuintes
pelos pesquisadores atualmente sdo incompletos.

Em contrapartida, Montgomery e colaboradores (2016) afirmaram que ao se editar um
embrido, deve-se levar os aspectos sociais em consideragdo da mesma forma que 0s aspectos
bioldgicos, pois deve-se analisar como seria a vida de uma pessoa geneticamente modificada em
sociedade futuramente, além de averiguar como se daria a organizagdo social apds isto ocorrer.
Seria a edicdo genética um limiar de discriminacdo social para pessoas com deficiéncia apds se
tornar acessivel a cura destas pela sociedade no futuro, tratando-se, por exemplo, de
aneuploidias? (BENJAMIN et al., 2015). Ndo € irreal pensar nesta possibilidade, pois tém-se
exemplos desta natureza na histdria, como a cirurgia plastica, que inicialmente foi proposta para
fins terapéuticos, e atualmente a mesma é utilizada para fins estéticos (BROKOWISKI,
POLLACK; POLLACK, 2015; CRIBBS et al., 2017), além de propiciar uma eugenia no corpo
social e a criacdo de expectativas de modificacdo no ser humano com o propésito de adquirirem
resultados irreais (MULVIHILL et al., 2017), como muitas vezes sao apresentados pela inddstria
cinematogréfica e literaria, agucando a imaginacdo da populacdo em geral para resultados
ficticios inalcancaveis.

Ademais, em toda a histéria da humanidade, fatores como a cor da pele estdo associados a
preconceitos e segregacdo no corpo social, seria 0 CRISPR-Cas9 uma ferramenta de manipulacao
génica capaz de alterar a cor do tegumento humano de futuros seres humanos em embrides? Pois
em estudos realizados por Yoshimi e colaboradores (2014), foi possivel realizar a alteracéo de cor
na pelagem de ratos (Rattus norvegicus), recuperando o fendtipo albino, ndo aguti e encapuzados
através da troca, integracdo ou eliminacgdo de genes especificos.

Segundo Sawyer e colaboradores (2013), em um estudo realizado com 1.700 mulheres,
que utilizaram o banco de espermatozoides providos de doadores, 1.597 delas afirmaram que,
além dos aspectos fisioldgicos e da saude da familia do doador, levaram em consideragdes
aspectos étnicos, corporais e intelectuais. Com isso, é possivel afirmar, caso a edicdo embrionaria
seja uma realidade no futuro, fatores como estes poderiam ser levados em consideracdes e
discutidos por determinados grupos sociais, apesar de serem irreais para a pratica da ciéncia

moderna. Aspectos econdémicos, além dos citados, poderiam ser outro fator corroborante na
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edicdo génica embrionéaria e o limiar de preconceito social, j& que familias com alto poder
aquisitivo estariam em vantagem na edicdo embrionaria, possuindo filhos com caracteristicas
preferiveis (OTIENO, 2015).

Impasses religiosos e reflexdes filosoficas sdo grandes questdes que norteiam a opinido
publica sobre manipulacdo genética de embrides. No cristianismo, ha um dualismo sobre o tema,
possuindo cristdos que concordam com determinados procedimentos de estudos em relacdo a
manipulacdo embrionaria, contudo a grande vertente desta comunidade seguem preceitos
descritos na biblia que condenam determinadas praticas, ja que o embrido humano nédo é somente
células aleatdrias e sim uma vida (CESARINO et al., 2007; DOLGIN et al., 2003; PESSINI et al.,
2002). Durante a Segunda Cupula Internacional sobre Edi¢do Genética em Humanos,
Mohammed Ghaly afirmou que tais experimentos trazem grandes impasses religiosos islamicos,
pois manipular embriGes humanos possui um impacto maior do que se realizar uma terapia
genética com células somaticas, ja que os humanos ndo sdo donos do préprio corpo, 0 que
culmina em uma controveérsia, pois para o islamismo o inicio da vida ocorre 120 dias ap6s a
fecundacdo (ROSAR; GUIMARAES, 2005). Satoshi Kodama afirmou que no Japdo os embrides
sdo considerados brotos da vida humana e que sua dignidade devem ser mantidas a qualquer
custo, sendo no pais atualmente permitido somente utilizar embriGes remanescentes de clinicas de
reproducdo assistida para o aprimoramento dessas tecnologias, sendo proibidos criar embrifes
para a pesquisa (INTERNACIONAL SUMMIT OF HUMAN EDITING, 2018). Para o
hinduismo, a vida tém inicio quando a matéria e a alma se encontram, sendo a fecundacdo este
ato, indo contra o estudo e a pesquisa de células derivados de embrides (INFANTE, 2008), o
judaismo permite que se utilizem pesquisas com células troncos desde que ndo firam seu
dogmatismo (ROSAR; GUIMARAES, 2005).

E notério que a manipulacdo genética de células embrionérias para fins terapéuticos
envolvam uma gama de aspectos bioldgicos, cientificos e sociais e por mais que a tecnologia do
CRISPR-Cas9 possua mais precisdo e é de facil manipulagdo comparado com as tecnologias
existentes, diversos fatores sdo necessarios ser solucionados antes de sua aplicagéo clinica que
visam criar organismos geneticamente modificados a partir da edi¢do da linhagem germinativa,
pois ao se utilizar esta tecnologia para a edicdo de células somaticas em adultos, 0 mesmo j& esta
consciente de suas escolhas e aprovou que determinada terapia seja realizada, além de possuirem

baixo-risco para a integridade fisica e social do paciente (BAUMANN, 2016), o0 que ndo acontece
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com embrides, mesmo que sejam para fins terapéuticos com beneficios nitidos ao futuro ser

humano.

3 CONSIDERACOES FINAIS

E evidente o avanco promitente que o CRISPR-Cas 9 trouxe & ciéncia, possibilitando o
estudo da edicdo génica para diversos fins, desde a delecdo ou mutacdo de um determinado gene
até a formulacdo de um organismo como todo por meio da edi¢do de células de linhagem
germinativa. Esta é uma técnica extremamente precisa, de facil manipulacdo e com custo mais
acessivel, sendo uma porta aberta para novas descobertas, especialmente na area da saude.
Contudo, diversos fatores devem ser averiguados na sua utilizacdo em experimentos especificos,
sobretudo nas linhas de pesquisa envolvendo a manipulacdo de embriGes humanos com objetivos
terapéuticos, pois ha uma linha ténue entre os avangos que a técnica vislumbra e dos progressos
que prometem versus impasses sociais de diversas vertentes que precisam ser avaliadas antes que
decisbes sejam tomadas, e para que isto progrida de maneira saudavel entre partes sdo necessarios
que amplos dialogos sejam estabelecidos, entre pesquisadores, entidades politicas e
representantes dos diversos grupos sociais.

Compreende-se entdo que a técnica é auspiciosa e que seus avangos trazidos até os dias
atuais sdo de extremo valor cientifico que homologardo em beneficios a sociedade, especialmente
no campo terapéutico. Percebe-se, porém, que mesmo alguns experimentos sejam audazes e
arriscados, a técnica em si ndo é considerada antiética, sugerindo a hipotese de que a técnica
CRISPR-Cas9 ndo é antiética e traz avancos considerdveis as ciéncias modernas de edigédo

génica.

THE APPLICATION OF CRISPR-CAS9 GENOME EDITING TECHNIQUE IN GENETIC
ENGINEERING: benefits to science and society and ethical bottlenecks in view of the
unknown, especially in human embryonic editing.

ABSTRACT

This paper describes the CRISPR-Cas9 genome editing technique in Genetic Engineering

application, highlighting the advantage of its use for science and the benefits it can bring to
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society in contrast to the bioethical bottlenecks it faces at present, especially in experiments
involving the manipulation of human germ line cells. Such an approach is justified by the fact
that manipulating genetic materials nowadays is not something unattainable as it was considered
a few decades ago and due to this possibility, facilitated by the development of CRISPR-Cas9,
many ethical obstacles from sundry social spheres arise, creating a taboo that needs be
overcome. The purpose of this work was to carry a bibliographic review out in scientific articles
published in Pubmed, Google Scholar and SciELO, explaining from the discovery and its
formulation for the edition of genetic materials, the results and benefits already achieved to the
impacts it deal with on contemporary society, in particular the human embryos manipulation.
The analysis showed how promising is the technique and the great gains that are provided by its
use in gene manipulation and genetic studies, that even though in some experiments realized are
dangerous, daring, risky and should be discussed currently and often barred, it is not considered
unethical.

Keywords: CRISPR-Cas9. Bioethics. Embryos. Gene edition.
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