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RESUMO

A CRISPR-Cas € uma poderosa ferramenta que permite realizar modificacdes
genéticas precisas e especificas nas cadeias de DNA. Por conta de sua ampla gama
de aplicacbes, eficiéncia e baixo custo, a ferramenta tornou-se uma das mais
divulgadas e utilizadas dentro do ambito académico, principalmente a partir de
estudos mostrando a sua programabilidade. Seu uso entdo comecou a ser explorado
principalmente na area de pesquisa em diversos contextos e areas, como por
exemplo, na area da saude, na medicina e na agricultura. Mas, foi em 2018, que a
ferramenta ganhou notoriedade fora do ambito académico, pelo seu uso indevido na
medicina, pelo médico chinés, que editou o DNA de embribes em seu pais. A
repercurssdo da noticia evidenciou justamente ndo s6 o impacto social, mas também
politico da CRISPR-Cas, e como € indistringuivel o avanco da ciéncia, a
necessidade de atualizacao da legislacdo e a avaliacdo das consequéncias sécio-
ambientais-humanas. Dessa forma, o presente trabalho buscou analisar e discutir o
uso da técnica de CRISPR- Cas, apresentando-a junto a outras técnicas de edicao
genética, e trazendo conceitos e principios bioéticos e a legislacdo vigente em
diferentes paises para embasamento de uma discussao e analise frente ao cenario
atual de emprego pratico da técnica em possivel beneficio da sociedade. Por meio
dos conceitos historicamente elaborados da Bioética, devemos nos atentar ao fato
de gue nenhuma tecnologia pode ser empregada para o maleficio de qualquer que
seja o grupo social e, aliado a isso, a legislacdo de todos os paises deve ter como
principio o acesso de todos ao desenvolvimento de técnicas que beneficie a
populacdo como um todo. Por outro lado, os dados encontrados demonstraram que
em muitos lugares existe uma preferéncia pelo controle em detrimento de um estudo
amplo com a sociedade civil e legislativa, retardando o desenvolvimento e a
implementacdo dessa e de outras técnicas de edicdo génica que possam favorecer
a populacdo. Com quase seis mil artigos em 10 anos em uma base de dados como o
Pubmed, tem-se a contradi¢cdo do facil acesso a metodologias do uso e descricédo de
CRISPR enquanto que a legislacdo acerca da empregabilidade da mesma mostra-se
rasa, na maioria dos paises, que focam apenas na proibicdo, medida que nao
impede seu uso. Portanto, para a evolucdo saudavel da ferramenta, € necessario

compreender seu funcionamento, saber seu status do ponto de vista legislativo, e



discutir seu impacto sobre o bem-estar de todos os seres humanos e todas as
formas de vida.

Palavras-chave: CRISPR-Cas; Biotecnologia; Edicdo Genbmica; Legislacao;

Bioética.



ABSTRACT

CRISPR-Cas is a powerful tool that allows precise and specific genetic modifications
on DNA strands. Due to its wide range of applications, efficiency and low cost, the
tool has become one of the most publicized and used within the academic field,
mainly from studies showing its programmability. Its use then began to be explored
mainly for research in different contexts and areas, such as in health, medicine and
agriculture. But it was only in 2018 when the tool gained notoriety outside the
academic realm, for its misuse in medicine, by the Chinese doctor, who edited the
DNA of embryos in his country. The news repercussion showed precisely not only the
social impact, but also the political impact of CRISPR-Cas, and how science
advancement, the need of legislation update and the evaluation of socio-
environmental-human consequences are indistinguishable. Therefore, the present
work sought to analyze and discuss the use of the CRISPR-Cas technique,
presenting it together with other genetic editing techniques, bringing bioethical
concepts and principles and, the legislation in force in different countries to support
discussion and analysis, given the current scenario of practical use of the technique
for the possible benefit of society. Through the historically elaborated concepts of
Bioethics, we must pay attention to the fact that no technology can be used to harm
any social group and, allied to this, the legislation of all countries must have as a
principle to assure access for all citizens to the techniques or technologies that
benefits the population. On the other hand, the data found showed that in many
places there is a preference for control over a broad study with civil and legislative
society, delaying the development and implementation of this and other gene editing
techniques that may favor the population. With almost six thousand articles in 10
years in a database like Pubmed, there is a contradiction between easy access to
methodologies for the use and description of CRISPR, and shallow legislation
employability. In most cases, countries focus only on prohibition, which does not
prevent its use or misuse. Therefore, for the healthy evolution of the CRISPR- Cas, it
IS necessary to understand its functioning, know its status from a legislative point of
view, and discuss its impact on the well-being of all human beings and all forms of

life.

Key words: CRISPR-Cas; Biotechnology; Genomic Editing; Legislation; Bioethics
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INTRODUGCAO

Em 2012, Jennifer Doudna e seus colegas publicaram os resultados de um
experimento sobre genes bacterianos. A descoberta, apontava para um novo
método de edicdo de DNA que poderia até possibilitar a mudanca de genes
humanos. Em apenas uma década, combinando os aprendizados de outros
sistemas de edicdo com as propriedade do Conjunto de Repeticbes Palindrémicas
Curtas Regularmente Espacadas (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats, CRISPR) este se tornou uma das descobertas mais
célebres da biologia moderna e estd mudando rapidamente a forma como as
doencas podem ser estudadas, como por exemplo para descobrir as
vulnerabilidades ocultas das células tumorais, ou como editar genes que causam
doencas hereditarias. Por seu rapido impacto, Doudna e sua colaboradora,
Emmanuelle Charpentier, ganharam o Prémio Nobel de Quimica de 2020
(BARRANGOU;DOUDNA, 20186).

Apesar da existéncia de outras técnicas de edicdo como Nucleases Dedo
de Zinco (ZFNs) e Nucleases com Efetores do tipo Ativador Transcricional
(TALENS), sistemas que empregam enzimas programaveis que realizam ligagao
proteina-DNA, o sistema CRISPR-Cas destaca-se por apresentar uma nuclease
guiada por pequenos RNAs que hibridizam com o DNA para fazer sua quebra,
representando um sistema que € marcadamente mais facil de projetar, altamente
especifico, eficiente e adequado para edicdo de genes, além de poder ser

empregado em variados tipos de células e organismos (RAN et al., 2013).

O uso potencial da ferramenta nas mais diversas areas, € inquestionavel,
porém para além de questionamentos técnicos como as limitagdes da CRISPR
qgue podem causar edicdo incompleta levando ao mosaicismo?, ou até mesmo sua
acdo off-target?, ha também questdes éticas vinculadas ao seu uso, sendo uma
delas, as consequéncias e impactos para as geracdes futuras. Esse
guestionamento dava-se apenas como exercicio de reflexdo até 2018, quando He
Jiankui, médico chinés, editou geneticamente embrides humanos para conferir

resisténcia ao HIV, sendo que trés dos embrides modificados foram implantados

1 Mosaicismo é uma condi¢do genética na qual o individuo apresenta dois materiais genéticos
distintos, e pode ser entendido como uma falha no processo de formacédo do embrido.
2 Off target, significa fora do alvo. Sao mutagBes genéticas ndo planejadas, fora do alvo
previamente escolhido.
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em mulheres na cidade chinesa de Shenzhen, mas pouco se sabe sobre a saude
das trés criancas (PRESSE, 2022).

Em 2019, o Dr. He foi condenado a prisdo por “praticas médicas ilegais”,
mas as consequéncias de suas acdes levaram a realizacdo de diversas
conferéncias, e discussdes sobre o uso da edicdo CRISPR, principalmente seus
impactos quando usados no genoma humano. Isso porque, a edicdo da linha
germinativa apresenta muitas questdes importantes, incluindo os riscos de edi¢cao
imprecisa, como mutagfes fora do alvo e edicdo incompleta das células de
embrides em estagio inicial; A dificuldade de prever os efeitos nocivos que as
alteracdes genéticas podem ter sob a ampla gama de circunstancias vivenciadas
pela populacdo humana, possibilitando interacées com outras variantes genéticas
e com o meio ambiente. Mas ha também, a obrigacdo de considerar as
implicagbes tanto para o individuo quanto para as geracdes futuras que serdo
portadoras das alteracGes genéticas, e o fato de que, uma vez introduzidas na
populacdo humana, as modificacdes seriam dificeis de ser “removidas” e nao
permaneceriam em uma unica comunidade ou pais. Além disso, a possibilidade
do uso da técnica para "melhorias" genéticas permanentes em subconjuntos da
populacdo podendo exacerbar desigualdades sociais ou serem usadas de forma
coercitiva, e por fim as consideracfes morais e éticas ao alterar propositalmente a
evolugdo humana usando esta tecnologia (BROKOWSK;ADLI, 2019).

7z

Para uma discussdo ampla dessa temética € necessario um modelo
expansivo, com visdo acerca do tema, de forma a esclarecer confusbes que
atualmente distorcem o entendimento publico sobre a edicdo genética, seu
funcionamento, potenciais usos e riscos. As discussdes também precisam colocar
em primeiro plano o contexto e as consequéncias sociais, de forma a reconhecer
mais do que questbes técnicas e cientificas, mas também considerar as
consequéncias baseadas no reconhecimento de padrbes sistémicos de
discriminacéo e estratificacdo social, dinamicas comerciais poderosas e contextos

historicos, incluindo abusos eugénicos generalizados (UDDIN;RUDIN, 2020).

Por dltimo, mesmo que ainda ndo haja consenso mundial em relacdo a
como legislar sobre CRISPR, e que seja amplamente reconhecido que a evolucdo
legislativa se da de maneira muito mais lenta do que o avanc¢o tecnoldgico,

simplesmente proibir o uso da ferramenta como medida de governanga, mesmo
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gue seja adotado por varios paises ndo é o melhor caminho, e foi justamente a
falta de legislacdo vigente na China em 2018 que foi um dos impeditivos para o
julgamento do caso dos embrides editados. A auséncia legislativa enfraquece a
governanca e dificulta o desenvolvimento do potencial da ferramenta, que fosse
simplesmente banida, ndo poderia ter sido usada durante a pandemia do COVID-
19 para realizacéo de diagnostico rapido da doenca (ALMEIDA; RANISCH, 2022).

A governanca da edicdo de genes humanos pode se basear em uma ampla
variedade de instituicdes, politicas e praticas, envolvendo ndo apenas o0s
governos, mas também a industria privada, instituicdes de pesquisa e educacao,
organizacbes de advocacia e sociedades profissionais, e para isso uma
compreensao clara e precisa do cenario de politica global para edicdo do genoma
humano hereditario € especialmente importante para essas discussdes. Nesse
caminho, aqui discutiremos a edicdo genémica do ponto de vista técnico, bioético

e legislativo.
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CAPITULO 1 Levantamento histérico e estudo das principais técnicas de

edicdo gendmica

1.1. O inicio da genética

Em 1905 o bidlogo inglés William Bateson (1861-1926), usou o termo
“‘genética” para descrever a ciéncia da hereditariedade e variagdo. Bateson foi
considerado “pai da genética”, por ter criado e proposto o termo em 1906 durante
a lll Conferéncia Internacional de Plantas Hibridizadas. Entretanto, anos antes da
oficializacdo do termo, em 1856 Gregor Johann Mendel (1822-1884),
meteorologista, mateméatico e biblogo austricado j& apresentava estudos no
campo da genética, mais especificamente no efeito da hibridizagdo em plantas,
tendo seu conhecimento e leis somente reapresentadas a comunidade cientifica
em 1900 em memoria (OHKURA, 2015).

Mendel iniciou sua analise nos principios da hereditariedade em meados
da década de 1856, empregando ervilhas (Pisum sativum), e explicou pela
primeira vez a maneira como as caracteristicas genéticas sdo passadas de uma
geracdo para a proxima, e as vezes também pulando geracdes, isso antes que
alguém soubesse da existéncia dos genes (MIKO, 2008). Nossa atual
compreensao de como as caracteristicas podem ser herdadas vem dos principios
propostos pelo cientista, que observou as formas das plantas progenitoras e seus
descendentes enquanto se autofecundam, ndo apenas cruzando pais
reprodutores puros, as quais geracdo apdés geracdo de autofecundacdo as
caracteristicas fenotipicas das plantas rastreadas se mantiveram consistentes,
mas também através do cruzamento de geracdes hibridas e delas com suas
linhagens parentais (KEYNES; COX, 2008).

Durante as ultimas duas décadas do século XIX comecaram a ser bem
conhecidos pela comunidade cientifica a morfologia do cromossomo, e 0
processo de divisdo celular mitose e meiose. A primeira, responsavel pela
geracdo de células-filnas com a mesma ploidia das células-mae, e a segunda
responsavel por gerar células haploides a partir de uma célula diploide (OHKURA,
2015). Ploidia se refere ao numero de cromossomos que ha no nacleo de uma
célula, portanto em células somaticas os cromossomos estdo em pares, durante a

producdo de gametas, as células germinativas apresentam metade do niumero de
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cromossomos de uma célula somatica, e quando duas células germinativas se
unem a diploidia é restaurada (STEWART, 2010).

Ainda no inicio do século XIX, diversas hipoteses referentes a base fisica e
localizagdo dos fatores mendelianos, chamados de genes ou alelos, ainda
permaneciam desconhecidas, sendo a mais relevante a teoria de Sutton-Boveri,
também conhecida como a Teoria da Heranca Cromoss6mica (TCH), que propde
considerar os cromossomos como portadores dos fatores mendelianos (AA, Aa e
aa), fator que possibilitou 0 embasamento da descoberta e desenvolvimento do
campo da citogenética, area de estudos dos cromossomos, que levou as
primeiras observacfes e relatos de anormalidades cromossdmicas como
duplicacdes, delecdes, translocacdes, inversdes, como também observacdes do
efeito e ligacdo direta entre o cromossomo-estrutura e fendtipo resultante da
expressdo do gene (SANTOS et al., 2015).

Do meio para o final do século XIX, muitas descobertas marcaram sua
importancia e potencial para alavancar novos olhares e horizontes para a
genética. Em 1870 o bioquimico suico Friedrich Miescher isolou, do nucleo de
células, um acido que continha fésforo e nitrogénio, e assim o material no nucleo
foi determinado como um acido nucléico (GAYON, 2016). A confirmacao de que o
DNA de fato era o material genético das células, a determinacdo do RNA, e entédo
em 1953 a determinacdo da estrutura do DNA em dupla hélice, por Watson e
Crick, proporcionando aos cientistas o Nobel de medicina de 1962 juntamente
com Maurice Wilkins, sdo considerados momentos chave da ciéncia moderna,
ressaltando que somente apds a descoberta da estrutura do DNA, por possibilitar
o desenvolvimento de diversas técnicas e um novo caminho para o
desvendamento do codigo genético, o novo capitulo da genética teve seu inicio
(ARIAS, 2004; GAYON, 2016).

A descoberta de dupla hélice do DNA, e elucidacdo do processo de
replicacdo do mesmo, descreveu 0s componentes necessarios para 0 surgimento
de uma das etapas essenciais para todos os projetos de sequenciamento do
genoma, o0 desenvolvimento em 1977 do Método de Sanger, técnica de
sequenciamento desenvolvida por Fred Sanger e colaboradores. A técnica foi
amplamente popularizada e empregada, o que possibilitou o entendimento da

replicacdo do DNA, e foi precursora de diversas outras ferramentas e técnicas de
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sequenciamento, como a radiomarcacdo, fator fundamental que futuramente
possibilitou as hibridizacbes Southern, e o mapeamento molecular em
experimento (OHKURA, 2015). Entre 1989 até 2003, ocorreu a “Era Genbmica”
termo adotado para o periodo do inicio e fim do Projeto Genoma Humano,
proposto e liderado por meio de um consorcio publico internacional, o qual
possuia como objetivo principal determinar a sequéncia exata dos 3,1 bilhdes de
bases nitrogenadas em uma molécula de DNA, para assim promover, impulsionar
e financiar pesquisas no ramo da genética, construindo uma base informacional
(GOES;OLIVEIRA, 2014).

1.2. Técnicas de modificacao genética

As técnicas de edicdo do genoma permitem a manipulacdo direta de
qualquer sequéncia de DNA numa gama diversificada de tipos de células e
organismos, e para entendé-las a fundo é necessario compreender o fundamento
comum e principal a todas elas, o processo de replicacdo do DNA (GAJ et al.,
2013). O DNA ¢é uma molécula helicoidal de cadeia dupla composta por
nucleotideos, cada um dos quais contém um grupo fosfato, uma molécula de
acucar e uma base nitrogenada. Existem quatro bases nitrogenadas naturais, ou
seja, quatro tipos diferentes de nucleotideos que compdem o DNA: adenina (A),
timina (T), guanina (G) e citosina (C), como ilustrado na Figura 1 (CONDON,
2006).
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Figura 1. Modelo esquematico da fita dupla de DNA, mostrando a composi¢cdo da sua base

nucleotidica.
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Fonte: BANO et al., p.290, 2016

No DNA, as bases nitrogenadas formam pares entre si ao longo de toda
cadeia, sendo que adenina e timina sdo bases complementares, assim como

guanina esta para a citosina.

Durante a replicacdo do DNA, as duas cadeias na dupla hélice se separam,
permitindo que a enzima DNA polimerase acesse cada fita individualmente, e a
medida que a enzima passa pela fita Unica, ela usa a sequéncia de nucleotideos
nesta fita molde como modelo para a replicacdo, adicionando assim o0s
nucleotideos para formacédo da fita complementar. Este processo acontece ao
longo de ambas as cadeias e simultaneamente, resultando na eventual producao
de duas moléculas de dupla hélice, cada uma contendo como molde, a antiga
cadeia de DNA (KLUG et al., 2020).

1.2.1. Edicdo: ZFN, TALEN e RNAI

As trés principais técnicas de edicdo gendmica induzindo quebras na
cadeia dupla de DNA séo: as Nucleases Dedo de Zinco (ZNF do inglés Zinc
Finger Nuclease), Nucleases com Efetores do tipo Ativador Transcricional (TALEN
do inglés “Transcription activator-like effector nucleases) e RepeticOes

Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Espacadas (CRISPR-Cas do
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inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), além do
controle da expressédo pela técnica de RNA de interferéncia (RNAI), que permite
uma ampla gama de modificacbes genéticas (FURTADO, 2020). Trataremos

sobre a CRISPR-Cas no proximo capitulo.

Essas técnicas permitem a manipulagdo direta de praticamente qualquer
sequéncia de DNA, e sua versatilidade surge da capacidade de personalizar o
dominio de ligacdo de DNA para reconhecer qualquer sequéncia. Empregando
nucleases artificiais, é possivel realizar modificacbes genéticas eficientes e
precisas ao induzir quebras direcionadas na cadeia dupla de DNA, que estimulam
0S mecanismos de reparo da mesma, incluindo juncdo ndo-homaologa propensa a
erros (NHEJ, sigla em inglés para non-homologous end joining) e reparo dirigido
por homologia (HDR, sigla em inglés para homologous recombination) (GAJ et al.,
2013).

1.2.1.1. Nucleases dedo de zinco (ZNF)

As ZFN, sdo compostas por duas partes, a primeira composta por um ou
mais médulos zinc finger (ZF), que sao arranjos de proteinas dedos de zinco
(ZFPs), proteinas com fungBes variadas em procariontes e eucariontes, como
proliferacdo celular, sinalizacdo, traducéo, transcricdo, replicacdo e reparo de
DNA. A primeira parte composta por ZFPs é entdo combinada com a
endonuclease do tipo Fokl, responséavel pela clivagem da dupla fita. Assim, ZFNs
sdo proteinas quiméricas que possuem propriedades cataliticas melhoradas
guando comparadas com as de suas enzimas individuais (MILLER et al., 2019).
Cada ZFN contém o dominio de clivagem de Fokl ligado a uma matriz ou
mondmeros, de trés a seis dedos de zinco, que sdo projetados para reconhecer
especificamente sequéncias que compdem o local de clivagem, tornando a
técnica facilmente empregada, editdvel e adaptavel (URNOV et al.,, 2010). Na
Figura 2, abaixo, estd ilustrada a estrutura e arranjo da ZFN, com seus

mondmeros e endonuclease do tipo Fokl.
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Figura 2. Estrutura e mecanismo de inducao de quebras de fita dupla. Cada ZFN esta ligada a um
dominio de nuclease da enzima de restricdo Fokl, assim, a clivagem do DNA ocorre entre os dois

sitios de reconhecimento ZFP.
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Fonte: LIMEIRA, et al., 2017.

A quebra do DNA sé ocorre por meio da acdo de duas endonucleases do
tipo Fokl, assim a clivagem so € possivel por meio do par de ZFNs, cada uma em
uma fita do DNA. A primeira acdo necessaria para o processo se da através da
ligacdo das ZFs as bases do DNA, e cada dominio ZF tem capacidade de se ligar
a trés bases nitrogenadas diferentes, assim um par de ZFN com trés médulos tem
capacidade de reconhecer uma sequéncia de dezoito pares bases de
nucleotideos especificos, 0 que estatisticamente € suficiente para direcionar os

dedos de zinco a um unico locus do DNA, e que apenas esse alvo seja clivado.

Todas as células eucaritticas reparam de forma eficiente duplas quebras
em locais especificos da molécula de DNA, também chamado de DSB (double
strain break) através das vias de reparo direcionado por homologia (HDR) ou de
unido final ndo homodloga (NHEJ) (KIM et al., 2014). A reparacdo NHEJ ativa a via
sinalizadora de respostas por danos, assim liga rapida e eficientemente as duas
extremidades clivadas, com o ganho ocasional ou perda de informacgéo genética e
assim, pode ser usado para introduzir pequenas insergoes e/ou dele¢des no local
da ruptura, resultado que tem potencial de ser explorado para modificar um gene-
alvo. Na Figura 3, esté ilustrado o reparo de unido final ndo homéloga (NHEJ) e
reparado por homologia (HDR).
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Figura 3. A via NHEJ na ilustracdo, inativou o gene. A via HDR usando sequéncias de DNA
doadoras homologas, cria inser¢cdes ou substituicbes das bases, gerando correcdo do gene ou

uma adicao orientada.
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Fonte: ADHIKARI; POUDEL, p. 10, 2020.

No entanto, se a ruptura passar pelo reparo homologo (HDR) pode resultar
em correcdo do gene ou, adicdo orientada de genes, isso porque se um DNA
doador homoélogo projetado é fornecido em combinacdo com os ZFNs,
informacdes codificadas neste modelo podem ser usadas para reparar a fita
clivada, resultando em uma correcdo génica com alguns nucleotideos alterado no
sitio enddégeno, ou a adicdo de um novo gene no local da ruptura (CARROLL,
2011). A edicdo de genoma baseada em homologia requer a provisdo simultanea
de uma molécula de DNA doadora adequadamente projetada, contendo
homologia, juntamente com os ZFNs especificos do locus. Isto permite dois
modos relacionados de edicdo do genoma que sdo uma funcdo do projeto do
DNA do doador e distinguidos pelo tipo de alelo que esta sendo gerado (MILLER
et al., 2019).

1.2.1.2. Nucleases com Efetores do tipo Ativador Transcricional (TALEN)

TALEN, do inglés transcription activator-like effector nuclease ou nuclease

com efetores do tipo ativador transcricional, &€ uma ferramenta utilizada para a

realizar modificacdes sitio dirigidas, e é muito semelhante aos dedos de zinco.

Essa técnica assim como a ZFN é também, muito valiosa podendo ser

empregada para a realizacdo de insergcbes, rearranjos e substituicdes no DNA
(JOUNG; SANDER, 2013).
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As TALENs compreendem um dominio de nuclease Fokl ndo especifico
fundido a um dominio de ligacdo de DNA personalizavel. Esse dominio de ligacao
ao DNA é composto de repeticdes altamente conservadas derivadas de efetores
semelhantes a ativadores de transcricdo, chamados TALE, que sdo proteinas
secretadas por bactérias Xanthomonas sp. para alterar a transcricdo de genes em
células vegetais hospedeiras. O dominio TALE € formado pela proteina TAL
ligada em uma nuclease de clivagem de DNA inespecifica fundida do tipo Fokl,
com o objetivo de reconhecer locus especificos no DNA (LI et al., 2020). Na
Figura 4, abaixo, esta ilustrada a estrutura da TALEN de forma esquematica.

Figura 4. a) Diagrama esquematico da estrutura da TALEN. b) Ligacdo dos dimeros de TALEN
com a regiao alvo do DNA.
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Fonte: JOUNG; SANDER, p. 51, 2013.

A regido C-terminal de TALEs contém um sinal de localizacdo nuclear, que
funciona como ativador da transcricdo do DNA do hospedeiro, A regido central da
TALE constitui o dominio de ligacdo ao DNA, sendo responsavel pela precisao da
ligacdo ao DNA alvo e pela especificidade do hospedeiro, e por dltimo a regido

aminoterminal, N-Terminal, é caracterizada pelo sinal de translocacao.

O estilo modular das TALENSs projetadas € semelhante aos ZFNs, porque
enquanto as TALENs utilizam as proteinas TALEs como méddulos de
reconhecimento de DNA, as ZFNs usam o dominio ZF para realizar a ligagcdo ao
DNA, e ambos usam as mesmas enzimas de restricdo, a Fokl. Comparando as

duas técnicas, a TALEN oferece maior flexibilidade de design, porque o

24



reconhecimento de base Unica de repeti¢cbes, facilita a ligacdo da TALE ao DNA

alvo.

Comparada com a ZFN, a técnica TALEN é considerada mais simples de
ser empregada por precisar apenas de uma protéina a ser progetada, mesmo que
a clonagem de matrizes TALE seja compleza. Isso porque, para uso da ZFN é
necessario a clonagem de diferentes médulos (ENGLER et al., 2014; JOUNG;
SANDER, 2013).

Figura 5. Os principios do direcionamento de genes mediado por ZFN ou TALEN. (A) Dedo de
zinco (ZF) e (B) mddulos TALE sédo projetados para detectar sequéncias especificas em uma
direcdo oposta. (C) Inducdo da quebra da fita dupla, pela ZFs e TALEs. (D) Reparo dirigido por
homologia, HR. (E) Reparo ndo-homdlogo, NHEJ.
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Fonte: SUNG et al., p. 686, 2012

Na Figura 5, pode-se comparar a acdo das duas técnicas de edicdo de
genoma usando nucleases projetadas, ilustrando a necessidade de um par de
ZFNs, composto por subdominios, cada um reconhecendo trés nucleotideos
distintos, para entdo introduzir a quebra na fita dupla do DNA, através da
endonuclease Fokl. O macrodominio de ligagdo ao DNA de TALEN é composto
de subdominios, cada um reconhecendo um uUnico nucleotideo, e assim da

mesma forma que o ZFN, um par de TALENs € necessario para introduzir a

guebra da fita dupla do DNA, mediada pela FoKI (ILARDI;TAVAZZA, 2015).
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1.2.1.3. RNAI de Interferéncia (RNAI)

O silenciamento por interferéncia de RNA (RNAi) € um mecanismo que
inibe ou ativa a expressao génica na fase de traducd, suprimindo esse processo
por meio do silenciamento de gene transcricional ou pela ativagcdo de um
processo de degradacdo de RNA especifico de sequéncia, o silenciamento de
gene. O RNAI atua como uma forma de resposta imune e também desempenha
papel na regulacédo do desenvolvimento e manutencdo do genoma. Sendo assim,
os gatilhos enddgenos da via de RNAI incluem DNA estranho ou RNA de fita
dupla (dsRNA) de origem viral, transcritos epigenéticos de sequéncias repetitivas
no genoma, pré-microRNA (miRNA), e transposons os genes “saltadores”, que se
inserem de forma aleatéria no genoma o que pode acarretar perda do gene ou
geracdo de uma nova mutagcdo, quando sua insercdo é realizada em uma éarea
regulatéria ou codificante (KIM; ROSSI, 2008).

Nas plantas, o RNAi forma a base do silenciamento génico induzido por
virus (VIGS), mostrando um papel importante na resisténcia a patdgenos
(GELEY; MULLER, 2004) Pequenas fitas de RNA interferentes (siRNA) s&o
fundamentais para o processo de RNAI, que possuem sequéncias de
nucleotideos complementares a fita de RNA alvo. As proteinas especificas da via
de RNAI sdo guiadas pelo siRNA para o RNA mensageiro direcionado (mMRNA),
onde "clivam" o alvo, quebrando-o em por¢cdes menores que ndo podem mais ser
traduzidas em proteinas. Um tipo de RNA transcrito do préprio genoma, o
microRNA (miRNA), funciona da mesma forma. Primeiramente, a RNAIi foi
relatado em plantas, mas mais tarde eventos relacionados ao RNAIi foram
descritos em quase todos 0s organismos eucarioticos, incluindo protozoarios,
moscas, nematoides, insetos, parasitas e linhagens celulares de camundongos e
humanos (SETTEN et al., 2019).

Um modelo simplificado para a via de RNAi é baseado em duas etapas,
cada uma envolvendo a enzima ribonuclease. Na primeira, o0 RNA gatilho que é
transcrito primario de dsRNA ou miRNA, é processado em um RNA de
interferéncia curto (SiRNA) pelas enzimas RNAse Il Dicer e Drosha. Na segunda
etapa, 0os siRNAs sdo carregados no complexo de silenciamento induzido por

RNA complexo efetor (RISC). O siRNA é desenrolado durante a montagem do
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RISC e o RNA de fita simples hibridiza com o0 mRNA alvo. O silenciamento génico
€ resultado da degradacdo nucleolitica do mRNA alvo pela enzima RNAse H
Argonauta (Slicer). Se o duplex de siRNA/mMRNA contiver incompatibilidades, o
MRNA néo sera clivado. Em vez disso, o silenciamento de genes é resultado da
inibicdo da traducdo, como € mostrado na Figura 6 (LOPEZ-DOLZ et al.,2020).

Figura 6. llustracdo do mecanismo de RNAI. A) Fase de iniciacao. B) Fase efetora.
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Fonte: PETROVA; ZENKOVA, 2013.

Os RNAs desempenham regulacdo da expressdao génica, mas com a
descoberta do RNA de interferéncia em 1998, que apresenta mecanismos
envolvendo pequenos RNAs (menos de 30 bases de comprimento) reguladores
da expressdo de genes em uma variedade de organismos eucarioticos. I1sso levou
a aplicacbes deste poderoso processo em estudos da funcédo do gene, bem como
em aplicacbes terapéuticas para o tratamento de doencas. Estudos funcionais a
escala do genoma requerem a capacidade de visar e desativar especificamente
um grande namero de genes de uma forma sistemética, e o RNAi tem sido uma

técnica amplamente utilizada para reprimir genes (SYNTHEGO, 2019).

1.3. Origem e definicdo do Sistema CRISPR

As técnicas de ZFN e TALEN apresentadas previamente, e o sistema

CRISPR-Cas9 (foco de nosso estudo a partir daqui) mostram formas de edi¢cdo do
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genoma humano que apresentam semelhangas entre si como por exemplo, serem
baseadas no uso de nucleases altamente especificas e programaveis, que
produzem alteracdes nas regides de interesse no genoma, introduzindo quebras
de cadeia dupla (DSBs) as quais sdo mais tarde reparadas por mecanismos
celulares. Estes mecanismos de reparacdo incluem a unido final ndo homologa
(NHEJ) propensa a erros, e a reparacdo homologa dirigida (HDR) que é livre de
erros (COOPER; OVERSTREET, 2014). O reparo permite a geracdo de
insercdes, exclusbes ou substituicdbes na area-alvo, e estas mutacfes podem

interromper, eliminar ou corrigir os defeitos nos genes(ISHINO et al., 2018).

Na ultima década, o sistema CRISPR-Cas ganhou ampla aceitacdo e
utilizacdo, sobrepondo-se a outros devido a sua simplicidade, velocidade e
eficiéncia para modificar genes enddégenos em qualquer célula ou tecido alvo
(RODRIGUEZ et al., 2019). CRISPR ¢ uma sigla para Conjunto de Repeticbes
Palindrémicas Regularmente Espacadas, e o sistema CRISPR-Cas € o sistema
formado entre essas regibes e as proteinas cas, denominadas em inglés
CRISPR-associated ou proteinas associadas a CRISPR. Essas séo as principais
partes constituintes do sistema que prové aos procariotos um tipo de imunidade,
além de contribuir com outras func¢des fundamentais celulares como regulacéo de
genes baseada em RNA. Assim, a CRISPR é um sistema imunoldgico adaptativo,
dessa forma uma vez estimulado, ele ativa uma série de reacbes em cadeia,
sendo necessario o primeiro contato com o DNA invasor para que o sistema
armazene parte do mesmo, agindo de forma adaptativa, rapida e eficiente caso
haja um segundo contato. Na Figura 7, esta ilustrado o modelo de funcionamento
do sistema CRISPR-Cas (NASSER; SAWICKI, 2009).
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Figura 7. A agdo do sistema CRISPR-Cas é geralmente dividida em trés estagios, sendo elas:
adaptacdo ou integracdo do espacador, producdo do RNA CRISPR, e p6r fim a interferéncia do
DNA ou RNA.

4‘;.‘ (1) Virus invades
bacterial cell

(2) New spacer is
derived from virus

* S E and integrated into
}/ l CRISPR sequence

& AT 4

(4) CRISPR RNA l
guides molecular

machinery to j 2
- (3) CRISPR RNA

target and destroy i J
is forme

™ Adaptation

Targeting =

\ Production of
CRISPR RNA

viral genome

Fonte: SYNTHEGO, 2022.

Como comentado, as regides CRISPRs s&o compostas por pequenas
repeticbes de DNA e espacadores, que funcionam como uma memaria genética
de infec¢des anteriores, e quando um virus novo infecta uma bactéria, um novo
espacador derivado do mesmo é incorporado entre os espacadores ja existentes,
dessa forma a sequéncia CRISPR é transcrita e processada para gerar moléculas
curtas de RNA CRISPR que associa e orienta a maquinaria molecular bacteriana
para uma sequéncia alvo no virus invasor, cortando e destruindo o seu material
genético(COOPER; OVERSTREET, 2014;MOJICA; RODRIGUEZ-VALERA,
2016).

A primeira vez na qual o CRISPR foi detectado foi em 1987, pelo biélogo
molecular japonés Yoshimizu Ishino (1959- ) de forma acidental, durante um
estudo e analise dos genes responsaveis pela conversado de isoenzima em fosfato
alcalino na bactéria Escherichia coli (ISHINO, 2018). Na época, pela
indisponibilidade de ferramentas de analise e sequenciamento de genoma, essa
sequéncia permaneceu como um enigma até préximo dos anos 2000, época da

“Era GenOmica”.

Em 1989, foi-se registrado novamente, regides nao caracterizadas em
arquea que apresentavam padroes de sequéncias repetidas regularmente
espacadas, dessa vez por Juan Martinez Mojica, durante sua pesquisa em

mecanismos regulatérios que possibilitaram a adaptacdo as mudancas de
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salinidade de arqueias. Cada repeticdo incluia também pequenas repetices
invertidas, assim sendo parcialmente palindrémicas, além de estarem localizadas
aparentemente em regides nado codificadoras perto da area de Open Reading
frames (ORFs). E em 1991, por Hermans foi reportado que havia o mesmo
sistema em Mycobacterium spp, bactérias Gram positivas (HARVARD, 2014).

E apesar das conclusdes nao terem atendido as expectativas iniciais, com
beneficios imediatos que proporcionaram entdo a cura de doencgas congénitas,
houve um avanco monumental na area:

Na ultima década, muitas das aplicagBes bioldgicas das informacdes
genéticas e gendmicas aos problemas de desenvolvimento e distribui¢céo
de medicamentos ndo foram possiveis. Essas aplicagBes exigiam as
ferramentas fornecidas pelo Projeto Genoma Humano. A proxima
década verd trés novas aplicacdes da genética na medicina: (i)
identificacdo de genes associados a doencas em classes-alvo que séo
passiveis de triagem de drogas de alto rendimento; (ii) tecnologias
baratas de genotipagem de alto rendimento e novos algoritmos
estatisticos para definir rapidamente multiplas variantes de genes
associadas a um fenétipo definido; e (iii) um sistema farmacogenético

aprovado pelas autoridades regulatérias que facilita a entrega de
medicamentos seguros e eficazes (ROSES, p. 217, 2003).3

As descobertas perante o sistema CRISPR-Cas e sua funcionalidade
acompanharam o desenvolvimento das técnicas de sequenciamento e por meio
deste, Mojica conseguiu demonstrar a vasta distribuicdo das CRISPR por toda
diversidade microbiana, indicando sua origem, caracteristica ancestral e
relevancia dentro da célula (AREND et al.,2017). Em 2002, quatro genes
codificadores da proteina CRISPR-associada (Cas) foram encontrados perto do
locus de repeticdo, e em 2005 juntamente com outros grupos de pesquisa, Mojica
e seus colaboradores propuseram que as sequéncias espacadoras sao
compostas de material genético derivado de plasmideos ou DNA de fagos, e que

a CRISPR funciona como uma forma de imunidade contra esses invasores.

Barrangou e colegas (2007) confirmaram esse conceito, comprovando que

o sistema CRISPR-Cas protege as células de serem destruidas por fagos, e que

8 No original: In the past decade, many of the biological applications of genetic and genomic
information to the problems of medicine development and delivery were not possible. These
applications required the tools provided by the Human Genome Project. The next decade will see
three new applications of genetics to medicine: (i) identification of disease-associated genes in
target classes that are amenable to high-throughput drug screening; (ii) inexpensive high-
throughput genotyping technologies and new statistical algorithms for rapidly defining multiple gene
variants associated with a defined phenotype; and (iii) a pharmacogenetic system approved by
regulatory authorities that facilitates delivery of safe and effective medicines. There are no reviews
discussing these topics in this issue.
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modificagdes na sequéncia da CRISPR mudam também sua resisténcia aos
mesmos. Foi observado que apods a célula ser exposta ao material viral, a bactéria
(Streptococcus thermophilus) integrou novos espacadores derivados da
sequéncia genbmica do fago e a remocdo ou adicdo de partes especificas
modificou o fenétipo de resisténcia contra o fago. Além disso, foi provado que a
especificidade de resistir a genomas externos esta diretamente ligada com a
sequéncia presente no espacador, que é derivado de cadeias de DNA de fagos
(BARRANGOU et al., 2007; MOJICA; RODRIGUEZ-VALERA, 2016).

Assim, a partir da década de 2000, a descoberta de sequéncias similares
as regides de sequéncia CRISPR em bacteri6fagos, virus e plasmideos
possibilitou o entendimento do funcionamento do sistema como um sistema
imune, considerando também que em paralelo diversos estudos de analises
gendmicas comparativas sugeriam que as proteinas CRISPR e Cas (produto do
gene cas), atuam conjuntamente e constituem um sistema adquirido em células
procaridticas contra infeccdes de virus ou plasmideos, analogamente como o

sistema RNA Interferase em células eucarioticas (ISHINO, 2018).

Ha matrizes 6rfas em genomas procariéticos e virus, bem como trechos
semelhantes a CRISPR em virus eucaridticos e mitocondrias, a maioria sdo
enigmaticos quanto a sua atividade ou funcdo. A descoberta do CRISPR foi
canbnica e abriu um caminho com muitas alternativas e caminhos paralelos,
assim como o papel na edicdo do genoma que trouxe Cas9 a notoriedade pode
ser usado por outras proteinas ndo relacionadas também (MOJICA, 2016;
MAKAROVA et al., 2015).

Um marco importante para a historia e consolidacdo da CRISPR como uma
técnica consagrada para edicdo genética foi feita por Jennifer Doudna e
Emanuelle Charpentier, as ganhadoras do Nobel da Quimica em 2020, pela
descoberta de uma funcionalidade da CRISPR, em 2012. Previamente, demais
trabalhos ja haviam reportado o sistema CRISPR-Cas e sua capacidade de
promover as células procaridticas a habilidade de reconhecer de forma precisa
sequéncias genéticas invasoras e marca-las para sua quebra/destruicdo por meio
do uso de enzimas especializadas, mas Charpentier identificou em células de
bactérias (Streptococcus pyogenes) (AREND et al.,2017) outro componente

chave para o funcionamento do sistema CRISPR: a molécula de RNA que esta
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envolvida no reconhecimento das sequéncias dos fagos, e por meio de uma
parceria com Doudna, a dupla isolou os componentes do sistema CRISPR-Cas9,
adaptaram para funcionar em tubos de ensaio e comprovaram que 0 Sistema
poderia ser programado para clivar sitios especificos em DNA isolado, criando
assim um edicdo de gene programavel que inspirou mdultiplas utilizagbes da
técnica na area da medicina, agricultura e na propria ciéncia basica (LEDFORD;
CALLAWAY, 2020).

1.4. Funcionamento do sistema CRISPR-Cas9

O sistema CRISPR é a base da imunidade adaptativa em bactérias,
empregando as nucleases do tipo cas, enzimas capazes de criar quebras na fita
duplas no DNA. Quando uma bactéria € infectada por um virus, ela usa uma
nuclease Cas para cortar um pedaco do DNA viral, que se tornard um proto
espacador. Este fragmento é armazenado no genoma bacteriano com fragmentos
de outros virus que ja infectaram a célula, que por sua vez sao colocados entre
sequéncias palindrémicas repetidas, formando um arranjo de espacadores em
repeticdes palindromicas (GONZAGA; RAMOS, 2018).

A acéo do sistema CRISPR-Cas costuma ser dividida em trés etapas: (1)
adaptacdo ou integracdo do espacador quando um DNA exogeno invade,
proteinas do tipo Casl e Cas2 formam um complexo, clivam parte desse material
genético que € entdo introduzido no DNA da bactéria, tornando-se um espagador
viral, (2) produgcdo do RNA CRISPR, onde ha o processamento da transcricao
primaria do locus CRISPR (pré-crRNA) e maturacdo do crRNA, processo que
corresponde a transcricdo do material clivado, e a producdo de um RNA
mensageiro a partir dele, no qual diversas moléculas de RNA transativador
(tracRNA) se ligam. A partir da ligacdo e quebra do RNA mensageiro pela
tracRNA, é gerado o CRISPR RNA (crRNA), um complexo de proteinas
ribonucleicas (STONE et al., 2016). O complexo, também chamado de RNA guia
(JRNA) é responsavel por guiar a Cas9 ao DNA invasor, e assim chega-se a
etapa (3) quebra/interferéncia no DNA alvo, por meio da ligagdo da nuclease ao
DNA invasor. Tal ligacdo, ocorre quando a Cas9 reconhece a presenca de um
sitio PAM (motivo adjacente do proto espacado, do inglés proto spacer adjacent

motif), que ao ser reconhecido sera quebrado, incapacitando o virus porque o
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mesmo n&do tem seus proprios mecanismos de reparo de DNA (RODRIGUEZ et
al., 2019).

Figura 8. Representacao das trés etapas da acdo da CRISPR-Cas: adaptacéo, producdo do RNA
CRISPR e por fim, interferéncia no DNA.
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Fonte: ALKHNBASHI, et al., 2014.

A parte crRNA do gRNA, é o componente que permite a especificidade da
ligagdo da nuclease ao DNA alvo. Em sua forma natural, o gRNA pode ser
formado por mais de uma parte como no funcionamento da CRISPR-Cas9 onde
ha a formacdo do complexo crRNA-tracRNal. Entretanto, em sistemas sintéticos
h&4 uma alternativa mais simples, com a criacgdo de um RNA de guia Unico
(sgRNA), que combina crRNA e tracRNA em uma Unica molécula de RNA,
oferecendo um método simples, econémico e modular de manipulacdo genética

(NIDHI et al.,2021). O processo descrito, esta ilustrado na Figura 8.

Em relacdo a classificacéo, existem os sistemas CRISPR/Cas |, II, Ill, e 0
menos comum tipo IV, que se diferenciam em virtude da presenca de trés genes
anicos de assinatura, a Cas3 no sistemas do tipo I, Cas9 no tipo Il e Cas10 no
tipo IllIAs sequéncias da maioria das proteinas Cas sdo altamente divergentes,
devido a rapida evolucéo do sistema de defesa. O sistema CRISPR/Cas tipo Il € o
mais comum usado para edicdo de genoma, usando a bem caracterizada Cas9
endonuclease de Streptococcus pyogenes. Como comentado, no sistema
enddégeno, o crRNA maduro junta-se com um tracrRNA formando o complexo

tracrRNA:crRNA, que guia a Cas9 até um alvo, e assim, CRISPR/Cas9 realiza
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clivagem de sequéncia especifica através da interacdo simples do crRNA pelo

anelamento de bases no local de destino (YANG et al., 2021).

A edicdo genética empregando o sistema CRISPR-Cas9 funciona atraves
da criacdo de quebras na cadeia dupla no DNA e depois tirando partido das vias
de reparacdo do DNA celular, isso porque a Cas9, apresenta dois dominios: o
dominio HNH é responsavel por quebrar a fita complementar a sequéncia do RNA
guia, enquanto o dominio RuvC, cliva a sequéncia ndo complementar, e assim a
nuclease € capaz de se ligar na fita dupla do DNA e clivd-la. Como ja
mencionado, as vias de reparagdo do DNA entdo clivado sdo a uniao final ndo
homologa (NHEJ), explorada para tornar os genes néo funcionais, e a reparagao
dirigida por homodlogos (HDR), explorada para inserir novos genes ou fragmentos

de material genético (MARAKOVA, 2015).

1.5. Aplicacdes da CRISPR

Ha diversas aplicacdes para a CRISPR tanto na industria, na pesquisa de
bancada em laboratoérios, quanto na medicina. A ideia de utilizar a edicdo genética
para tratar doencas ou alterar caracteristicas, data pelo menos do inicio de 1950,
a partir da descoberta da estrutura de dupla hélice do DNA (XU; LI, 2020). O
reconhecimento da hereditariedade levou a inescapavel conjuntura de que com a
identificacdo de "erros moleculares" que causam doencas genéticas viriam 0s
meios para corrigir esses erros e assim permitir a prevengdo ou reversado da
doenca. Esta é a ideia fundamental da terapia génica, tratamento fundamentado
na insercdo, por meio de técnicas de DNA recombinante, de genes sadios ou
genes terapéuticos, com intuito de corrigir o genoma e curar as doencas
causadas por suas mutacdes, por meio da substituicdo ou suplementacdo da
expressao do gene disfuncional (FRIDOVICH-KEIL, 2019).

A terapia génica apresenta como objetivo também reduzir ou evitar o
avanco de doencas, por meio da alteracdo de mecanismos fundamentais de
determinantes genéticos, ou das partes afetadas pela doenca. Ela pode também,
atuar na modulacédo de genes nado estritamente ligados a doenca, trabalhando
para aumentar a resisténcia celular e estimular a regeneracéo dos tecidos. Essa

modalidade de tratamento, refere-se a introducéo de genes exégenos em ceélulas-
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alvo para tratar doencas especificas causadas por mutacdes ou genes
defeituosos (SAHEL, 2019). Nessa terapia, as células-alvo sdo principalmente
divididas em duas categorias: células somaticas e células germinativas, porém
por questdes éticas e de seguranca, hoje a terapia génica € realizada apenas em
células somaticas. Sendo assim, a terapia genética tradicional geralmente é
realizada por recombinacdo homologa ou lentiviral, que emprega virus associados
a doencas neurolégicas e imunossupressoras que apresentam periodos de
incubagédo muito longos (STEFFIN et al.,2019). No entanto, a eficiéncia da
recombinacdo por homologia é baixa, e 0s vetores lentivirais sdo inseridos
aleatoriamente no genoma do destinatario, 0 que pode trazer potenciais riscos de
seguranca para as aplicacbes clinicas. Atualmente, com o rapido
desenvolvimento dos sistemas CRISPR-Cas, eles tém sido amplamente
estudados para serem aplicados em terapia genética para o tratamento de varias
doencas humanas, as doencas monogénicas, termo que se refere a doencas
causadas por mutacdes de um unico alelo ou um par de alelos em um par de
cromossomos homologos, doencas infecciosas e até mesmo o0 cancer
(MARTINEZ-LAGE et al., 2018).

Uma variedade de fatores genéticos como mutacdes ou mecanismos
epigenéticos sdo acumuladas na geracdo do cancer, o que pode ativar proto-
oncogenes, inativar tumores supressores e gerar resisténcia a medicamentos. Os
sistemas CRISPR-Cas tém sido pesquisados para corrigir doencas oncogénicas e
mutacBes do genoma/epigenoma em modelos de células tumorais e modelos
animais, resultando na inibicdo do crescimento de células tumorais e promocao

de apoptose celular, inibindo assim o crescimento tumoral (SAHEL et al.,2019).

Na area da saude também, uma outra forma de aplicacdo é a vacina de
DNA, que também apresenta a inducdo da resposta imune adaptativa, porém
através do uso de um plasmideo de DNA codificante de uma proteina originada
no patdogeno em questao, gerando uma vacina mais eficiente, e que pode ter seu
processo desenvolvimento e producdo mais rapido e eficiente, possibilitando
também maior flexibilidade na eficiéncia das vacinas, como por exemplo a do
COVID-19, e até mesmo criacdo de novas, como para aplicacdo contra a infeccéo
DO HIV-1 (HOU; CHEN, 2022) que tem como objetivo estimular o sistema imune,

porém através da aplicacdo do gene codificador da proteina exdégena. Assim, de
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forma semelhante as vacinas convencionais, atua de forma preventiva, atacando

0s agentes agressores instalados no sistema (LINDEN, 2010).

Um estudo que ganhou bastante notoriedade foi a aplicacdo de Terapia
antirretroviral combinada com edi¢géo de genes CRISPR, para eliminar a infec¢ao
por HIV em camundongos. O HIV-1 pode ser eliminado em camundongos usando
uma combinacdo de duas tecnologias antivirais, terapia antirretroviral direcionada
ao reservatorio viral de acdo prolongada e edicdo de genes CRISPR/Cas-9.
Atualmente, o tratamento com uma combinacdo de medicamentos antirretrovirais
permite que as pessoas com HIV tenham uma vida relativamente normal. No
entanto, esses medicamentos devem ser tomados regularmente e por toda a vida,
porque nao podem erradicar totalmente o virus. Assim, caso a terapia
antirretroviral (ART) for interrompida, os sintomas do HIV geralmente retornam em
guestao de semanas (STONE, 2016).

A técnica de CRISPR pode ser utilizada no dominio das doencas
infecciosas, possibilitando quebras direcionadas, novos dominios e subdominios
para as NRPs, ou peptideos ndo ribossomais. Os NRPs, sdo naturalmente
produzidos por bactérias e fungos filamentosos, e apresentam ampla atividade
farmacoldgica como a acdo antibidtica, e sdo um dos principais agentes para
enfrentar a multirresisténcia bacteriana aos medicamentos atualmente. Eles
atuam na producédo de antibiéticos especificos, assim tendo potencial para poupar
ao mesmo tempo as bactérias benéficas da microbiota, por exemplo. Esses
peptideos atualmente ja sdo estudados, com objetivo de obter diversidade na
estrutura dos compostos formados, esclarecendo assim duvidas em relacdo a
atividade da mesma durante o desenvolvimento de farmacos, portanto o uso da
CRISPR nesse contexto, possibilita a producdo de ainda mais variedades dos
NRPs, além de facilitar esse procedimento(GONZALEZ; SIGRIST, p. 2022; 2016;
THONG et al., p. 9 2021).

Por outro lado, a CRISPR também esta sendo estudada para combater a
resisténcia a antibioticos. A prescricdo de antibidticos e seu uso na producao de
alimentos de origem animal, elevaram a resisténcia de bactérias a antibioticos e
ha evidéncias que essa propriedade também pode ser transmitida aos seres
humanos, contribuindo para a atual crise de micro-organismos resistentes. Nesse

contexto, por meio da técnica Pro-AG (Genética Pré-Ativa) que estd ganhando
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visibilidade e que apresenta seu funcionamento baseado na CRISPR-Cas9, tem-
se um meétodo que interrompe o funcionamento do gene bacteriano causador de
resisténcia a antibioticos(VALDERRAMA et al., 2019).

As funcgbes inerentes ao sistema CRISPR s&o vantajosas para oS
processos industriais que utilizam culturas bacterianas. A imunidade baseada no
CRISPR pode ser empregada para tornar estas culturas mais resistentes ao
ataque viral, o que de outra forma impediria a produtividade. Um exemplo, é o0 uso
da CRISPR para tornar algas duas vezes mais eficientes na producéo de lipideos,
e assim duplicar seu material para producdo de biocombustivel. Uma vez
identificados os fatores que regulam a producéo de lipidios pode-se elimina-los,
aumentando a producdo de lipidios em comparacdo com as algas nao
modificadas. Além disso, foi possivel fazer tal alteracdo sem prejudicar a taxa de
crescimento da alga, que cresce na mesma propor¢ao que o tipo nao modificado
e também foi possivel manter a conversao total de carbono em lipidios, métrica
indicadora da eficiéncia da conversdo de gas carbbnico em lipidios. Na alga
selvagem, ndo modificada, a taxa de conversédo é geralmente de cerca de 20%,
mas na alga engenheirada, foi de 40 a 55% (LUTHRA et al., 2021).

1.6. Desafios e Perspectivas

Embora o CRISPR-Cas possibilite uma forma tecnoldgica e eficiente de
edicdo de genoma e tenha sido amplamente avaliada em uma variedade de
espécies e diferentes e tipos de células, ainda ha algumas questdes importantes
qgue precisam ser abordados durante seu processo de aplicacdo, como efeitos
fora do alvo, métodos de entrega, imunogenicidade e risco potencial de cancer
(KIM et al., 2014).

Descobriu-se que os sgRNAs projetados combinam com sequéncias néo-
alvo de DNA, ou seja, sequéncias para as quais eles ndo foram projetados, e
dessa forma, podem introduzir mutacbes genéticas inesperadas, chamados
efeitos fora do alvo, do inglés off-target effects. Efeitos fora do alvo restringem
seriamente a aplicacdo generalizada de edicdo de genoma mediada por CRISPR-
Cas em terapias génicas, pois pode levar a instabilidade gendmica e aumentar o

risco de certas doencas, introduzindo mutagfes. Atualmente, varias estratégias
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tém sido usadas para prever e detectar efeitos fora do alvo como softwares de
predicdo online, sequenciamento de genoma completo, entre outras (REY et al.,
2019; LEE, 2019).

Um dos principais desafios relacionados ao emprego da CRISPR é garantir
de forma eficaz e direcionada a acdo da mesma em células, tecidos, érgaos
especificos ou qualquer outro alvo. Uma “entrega” ideal deve ser nao toxica e
biocompativel, bem direcionada, apresentar alta eficiéncia, baixo custo e ser
biodegradavel (RYAN et al., 2018).

Eletroporacdo, microinjecdo e deformagdo mecénica das células séo
alguns métodos fisicos mais utilizados. Em linhas gerais, eles sdo mais simples e
eficientes que os demais, também podem melhorar a expressdo de genes, e
estdo sendo amplamente aplicados em experimentos in vitro. Na categoria do
método empregando vetores virais, como adenovirus, virus adeno-associado
(AAV) e vetores virais lentivirus, estdo sendo amplamente utilizados tanto para
entrega in vitro/ex vivo e in vivo devido a sua alta eficiéncia de entrega (KIM et al.,
2014). No entanto, a questdo da seguranca dos vetores virais ainda é um grande
problema pois 0s préprios virus apresentam papel patogénico e podem oferecer
risco de infeccdo, genotoxicidade, além de possivel instabilidade a longo prazo
(REY etal., 2019).

Apesar das inumeras possibilidades de aplicacdo e desafios que o sistema
CRISPR-Cas possa gerar, sendo uma ferramenta ainda pouco explorada e que
gera grandes estigmas, principalmente por apresentar uso na edicao genética de
células germinativas e sométicas, pode-se ampliar ainda mais o espaco para
debate saudavel entre a comunidade cientifica e ndo cientifica. Sendo uma das
grandes apostas da catalise ndo s6 na area da genética, muitos estigmas,
vinculados a histeria, falta de informacdo e fundamentalismo estdo fortemente
atrelados a CRISPR.

1.7. Consideragdes finais do capitulo 1

A genética é uma area do conhecimento que ha mais de 150 anos vem se
desenvolvendo, fascinando a humanidade e instigando pesquisadores. Nossa

atual compreenséo de como a hereditariedade funciona, vem de estudos de 1900,
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mas por estar fortemente atrelada ao desenvolvimento tecnoldgico, a genética
caminha a passos largos, entrando no século XX com a descoberta da dupla
hélice, métodos de sequenciamento e quantificacdo, que aceleraram ainda mais a

pesquisa e entendimento do comportamento do material genético.

O campo da engenharia genética consiste em um conjunto de técnicas de
edicdo do genoma, que é fundamentada na ruptura do alvo no DNA, por meio da
acao de nucleases, e seu reparo com adicdo dos genes de interesse no local.
Dentre as técnicas hi a ZNF, enzimas ligadas de trés a seis dedos de zinco com
capacidade de reconhecer sequéncias no DNA, e também a TALEN que
apresenta moduladores, como a ZNF, porém é mais precisa por poder ser
desenhada especificamente para o reconhecimento de um sitio no DNA. Outra
forma de edi¢cdo do genoma € silenciar ou ativar a expressao de um gene durante
a fase de traducdo, durante a sintese protéica, e isso pode ser feito através do
RNAI, que é engatilhado dentro do sistema a levar RNA interferentes a ler e clivar

parte do DNA alvo, assim impedindo que ele seja traduzido.

Detectado em 1987, apenas em 2012 foi documentada a propriedade que
diferencia a CRISPR das demais técnicas de edicdo genética: sua
programabilidade e especificidade. O sistema CRISPR Cas, também se baseia no
uso de nucleases para realizacdo da quebra da dupla fita de DNA, entretanto a
possibilidade de gerar quebras sitio dirigidas com alto grau de especificidade, de
forma simples e barata, sdo atributos que tornaram o sistema famoso e
amplamente utilizado. Assim, a aplicabilidade da ferramenta vai do uso industrial
guanto estudos de bancada, assim como na medicina, onde pode ser usada para
estudo de doencas, desenvolvimento de vacinas, antibidticos e até mesmo
terapias génicas. Um grande desafio, entretanto, € garantir que ndo ocorram
edicbes “fora do alvo” e principalmente, um seguimento legislacdo vigente

unificado acerca da mesma.
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CAPITULO 2 Andlise da Bioética principialista e de intervencéo, e seu

aprimoramento no campo da edi¢cédo genética

2.1. Da origem a sua evolucao

Sendo um campo de aprendizagem relativamente jovem, baseado em
multiplas disciplinas académicas estabelecidas como Filosofia, Direito, Sociologia,
Ciéncias da vida e outras, a Bioética € uma ciéncia que estd em constante
renovacao € a0 mesmo tempo em que essa expansdo agrega novos olhares
perante novos e velhos dilemas, o campo também estd em busca de si, de
retomar as suas raizes. Para poder acompanhar sua trajetéria de surgimento e
amadurecimento, precisamos entender que 0s principais estimulos que
incentivaram o interesse da pesquisa em bioética na era moderna surgiram por
volta dos anos 1970 como consequéncia do progresso e desenvolvimento técnico
na medicina, das mudancas sociais no mundo ocidental e de um interesse
revitalizado pela disciplina da ética filosofica. Além disso, um fator de grande
impacto foi os movimentos de direitos civis nos Estados Unidos e em outros
lugares do mundo, bem como a transformacéo de instituicdes tradicionais, como
familia e a igreja, que levantaram grandes questdes morais sobre os direitos e
deveres individuais na sociedade. Para além da bioética, outras &reas do
conhecimento também ganharam maior notoriedade, justamente pela
preocupacao crescente sobre o impacto da humanidade no mundo e nas futuras
geracdes, levando ao desenvolvimento de novas especialidades como ética

animal e ética ambiental, por exemplo (GARRAFA, 2001).

A bioética € um campo de estudo derivado da ética, apresenta sentido
etimolégico amplo, é sustentada pelos principios de ser uma estrutura multi, inter
e transdisciplinar, respaldada no respeito ao pluralismo moral constatado nas
democracias secularizadas pés-modernas, assim como na compreensao da
impossibilidade da existéncia de paradigmas bioéticos universais, que leva a
necessidade de reestruturacdo do discurso bioético, usando ferramentas
dindmicas e factuais como a comunicacao, linguagem, coeréncia, argumentacao
e outras. Assim, a bioética influencia mutuamente a dindmica e evolucdo da
sociedade sendo um instrumento a mais para contribuir no complexo processo de
discusséo, aprimoramento e consolidagdo das democracias, da cidadania, dos
direitos humanos e da justica social (GARRAFA, 2005a).
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Frente a isso, a ética e a bioética devem portanto, se afastar do conceito da
moralidade, referente a convencdes sociais sobre o certo e o errado humano,
conduta amplamente compartilhada que fornece espaco geralmente incompleto,
de consenso comum (BEAUCHAMP; CHILDRESS, 2001, p. 142). E deve entao,
se aproximar cada vez mais de vieses que a repensem constantemente, atitude
exigida especialmente frente ao surgimento de novos dilemas morais que se
apresentam como combustivel do aprimoramento da mesma. Dilemas esses,
relacionados as praticas humanas de modo geral, como o0s resultados e
consequéncias do desenvolvimento tecnolégico, a humanidade em si e seu
desenvolvimento (DINIZ; GUILHEM, 2008, p. 15).

Antes de um maior detalhe e aprofundamento sobre a bioética principialista
e a de intervencdo, deve-se entender primeiramente a origem da nomeada
“bioética profunda”, termo em inglés deep bioethics. A bioética em seu cerne, tem
sua origem construida a partir da contribuicdo de dois pensadores, Van Potter e
Fritz Jahr, cada um deles tendo seu papel exercido em momentos diferentes da
historia (GARRAFA, 2005a).

Durante muitos anos se teve como conhecimento comum a criagdo ou
surgimento da bioética em 1970, nos Estados Unidos pelo bioquimico Van
Rensselaer Potter, que primeiramente nomeou o que é conhecido hoje por
“bioética” como uma “ciéncia da sobrevivéncia humana”, um campo de estudo
que une o saber cientifico com a sabedoria moral, juntando dessa forma “fatos” e
“valores”, mostrando-se extremamente ampla e conectada com uma “bioética
global”’, atravessando questdes como ecologia, conservacgao, politica, meio
ambiente e problemas sociais. Assim, Potter enfatiza que esse campo de estudo
seria de grande impacto e importancia para garantir ndo s6 uma vida decente e
sustentavel para o meio ambiente, mas também a geracéo atual e futura. Deve-se
ressaltar a abrangéncia, pluralidade e visdo moderna referente a visdo e
cobertura da bioética criada e divulgada por Potter (SCHRAMM et al., 2011, p.
368).

Na década de 1970 Potter lanca duas obras, sendo elas “Bioethics, science
of survival” (1970) e “Bioethics: bridge to the future” (1971) que sdo marcos para a
estruturagdo e fundamentalizacdo da “bioética profunda” ramo de estudo que da
origem a bioética principialista e de intervengcdo. Nas duas obras, Potter
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argumenta a necessidade da existéncia de uma area de estudo que seja ponte
entre dois campos que aparentemente ndo se conversavam. Assim, 0 termo
bioética é derivado do grego bios (vida) e ethos (ética), mostrando a interconexao

entre a ciéncia da vida e valores humanos (REICH, 1994, p. 330).

Por outro lado, artigos comprovam o uso do termo “Bio-ethik” em 1927 no
periodico alemdo Kosmos, pelo aleméo, pastor, filosofo e historiador Paul Max
Fritz Jahr. O mesmo, em seu “imperativo bioético” orienta que a bioética deve ser
usada como guia para cultura, vida pessoal, profissional, politica, assim como
aplicada a ciéncia, tecnologia e seu desenvolvimento. Para Jahr, a bioética
deveria ser um campo interativo e plural, que garanta a harmonia e integridade,
respeitando e aprendendo com a pluralidade de perspectivas individuais e
coletivas, tornando assim um campo aberto, fundamentado no dialogo. Assim
como Potter, Jahr também acreditava que a comunicacdo traria luz as mais
variadas questdes, criando discussdes e levando assim grandes e esclarecedoras
contribuicbes para o campo da bioética. E notavel a semelhanca entre os
conceitos dos dois autores, que mesmo estando em épocas e contextos tao
diferentes, conversam e veem da mesma maneira 0 mesmo assunto (REICH,
1994, p.320).

Nos conceitos de Jahr, o imperativo moral de Kant, que se baseia na ideia
de que sem a boa vontade as capacidades humanas sdo sem valor, é ampliado,
ou seja, para Kant o ser humano quando n&o orientado pode ter suas
capacidades voltadas para o mal. Por isso o filésofo, tem como objetivo
fundamentar uma filosofia moral que considera o ser humano um ser sensivel e
racional que pode apresentar vontades que recaiam em escolhas maléficas. Da
mesma forma, Jahr propde o “imperativo bioético” incentivando que as pessoas
agissem de tal modo que considerem a humanidade, tanto a si préprio como as
demais pessoas, sempre como fim e nunca como simples meio (PESSINI, 2013,
p. 11; HAMEL, 2011, p.167).

Assim, nos estudos de Jahr e Potter encontramos a origem da
macrobioética, que mesmo construidos em tempos e contextos muito diferentes
apresentam interconexao, sincronia de valores e pensamentos, criando a bioética
como um campo amplo, diverso e plural. Mas além dos dois autores ja

mencionados, outro autor baseando-se nos mesmos estudos, se apossou e
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deteve o registro do termo “bioética”. O holandés e obstetra André Hellegers foi
fundamental para a fundacéo do Instituto Joseph and Rose Kennedy Institute from
the Study of Human Reproduction and Bioethics, criado apds o lancamento dos
livros de Potter de 1970, sendo um centro de estudos de Etica da Universidade de
Georgetown com o0 objetivo de gerar aprendizados e discussbes sobre o termo
gue eles nomeavam como bioética, mas que abrangia apenas a tematica meédica
(REICH, 1994, p. 325).

Esse campo da ética médica, que pode ser muito bem colocado atualmente
como uma micro-bioética, é apenas um campo de estudo dentro do vasto campo
que a area abrange. Na década de 1970 e durante os préoximos 40 anos,
restringiu-se o0 termo que antes era sinbnimo de abrangéncia e
interdisciplinaridade, principalmente voltando-o a relacdo médico-paciente. Isso se
deu majoritariamente devido a grande influéncia, caracterizada como hegemoénica
dos Estados Unidos e sua grande preocupacéo interna com o progresso médico e
tecnoldgico, seus desafios e consequéncias. A partir da forte influéncia norte-
americana e dominacdo dos campos académicos, o conhecimento da sociedade
sobre a bioética criado por Fritz Jahr e Potter sofreu um abrupto processo de
reducionismo, tornando a bioética médica sinbnimo de bioética (SCHRAMM et al.,
2008, p.362).

Agora devidamente apresentada a origem etimoldgica e a paternidade da
bioética, € importante trazer a baila alguns antecedentes histéricos que possam
contribuir para a compreensao do desenvolvimento desta ciéncia, pois eles foram
fundamentais para o surgimento, formacao e modelacéo da bioética principialista.
Sendo assim, um dos fatores potencializadores do desenvolvimento de leis e
diretrizes com objetivo de proteger e resguardar a dignidade humana foi o periodo
pos Il Guerra Mundial, no qual houve uma grande mobilizac&o, principalmente
alimentada pelos anseios das nac¢fes vencedoras, com objetivo de difundir seus
ideais de dominagdo, mas também supostamente impedir que as mesmas
monstruosidades realizadas pelos lideres nazistas retornassem a ocorrer. Com
destaque, em 1947 foi criado o Codigo de Nuremberg, em decorréncia do
julgamento dos crimes praticados durante o periodo de guerra, e com ele foram
também divulgadas as atrocidades cometidas por toda comunidade formada por
meédicos, pesquisadores e cientistas que compactuavam e engajavam-se com 0sS

experimentos de tortura, expondo e condenando a linha de conduta alema. Este
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importante documento trouxe a regulamentacéo das condutas para realizacao de
experimentos em seres humanos em ambito universal, com a recomendacéo de
procedimentos e acfes que deveriam ser seguidas pela comunidade cientifica
(MORENO et al., 2007, p.796).

O Codigo de Nuremberg é um conjunto de regras com dez pontos/diretrizes
para a realizacdo de experimentos em seres humanos apresentando dentre
outros requisitos, a exigéncia do “consentimento voluntario” do participante da
pesquisa, uma avaliacdo dos riscos e beneficios, assim como garantias de
investigadores competentes. Esses conceitos tornaram-se um importante ponto
de referéncia para a conduta ética da pesquisa médica, influenciando em 1948 a
promulgacdo da Declaracdo dos Direitos Humanos pela Assembléia Geral das
Nacdes Unidas, na qual estdo contidos os fundamentos principais que asseguram
a liberdade e a vida como inerentes a todos os seres. Em 1964 o Cddigo de
Nuremberg foi transformado na Declaracdo de Helsinki, documento que mesmo
sem forca de lei é considerado a primeira base e padréo para todas as pesquisas
realizadas em seres humanos (GARRAFA, 2001; MORENO et al., 2007, p.795).

Outro fator de grande impacto para o desenvolvimento e consolidagéo da
bioética foi a criacdo do Relatério de Belmont, resposta institucional aos
escandalos causados por experimentos médicos, como os ocorridos durante Il
Guerra Mundial, mas também de trés casos em particular ocorridos nos EUA: o
primeiro, a aplicagdo de virus da hepatite em criancas com deficiéncia no Hospital
Estadual Willowbrook no periodo de 1950 a 1970; a aplicacdo de células
cancerosas vivas em pacientes idosos no Hospital Israelita de Doencas Cronica
em 1963, sendo os dois hospitais localizados na cidade de Nova lorque (EUA); e
o terceiro, conhecido como caso Tuskegee, realizado durante 40 anos no periodo
de 1932 a 1972 em Tuskegee (EUA) na comunidade negra da cidade, no qual um
suposto estudo era fundamento na manutencao intencional de que uma parcela
da populacdo masculina negra permanece infectada com o virus da sifilis (MAYS,
2012, p. 168; TRINDADE, 2007).

Foi apenas em 1997 que o presidente dos EUA na época, Bill Clinton,
pediu publicamente desculpas para as Unicas seis (6) vitimas sobreviventes do
crime de Tuskegee, mas o teor de seu discurso sugere ambiguidade em seu

pedido, que mesmo reforcando a necessidade de se relembrar do passado

44



vergonhoso para que fosse possivel construir um presente e futuro melhor, Bill
Clinton apenas delegou nessa mesma fala, que o Secretario de Saude e Servicos
Humanos do seu mandato fizesse parceria com pesquisadores e médicos para
construir, treinar e divulgar principios éticos fundamentais de respeito, justica e
consentimento informado, principalmente focado em populacbes de minorias
raciais e étnicas. E importante ressaltar o carater superficial da acédo, que
apresentou pouca ou quase nenhuma preocupacdo demonstrada sobre as
questdes bioéticas contextuais mais amplas, como a vida das pessoas que foram
roubadas, dos estigmas e consequéncias que ficaram para as geracdes futuras
daquelas vitimas e demais questfes acerca das atrocidades feitas para pessoas
na comunidade. Mostrando mais uma vez a real intencdo do governo americano

em suas intengdes a respeito dos casos e da bioética em si (MAYS, 2012).

Os trés casos geraram pressdo No governo e congresso americanos, e
assim como ja comentado previamente, o Relatério Belmont foi promulgado em
1978 numa reacdo institucional aos escandalos causados pelos experimentos
realizados em seres humanos. O relatério foi criado e escrito pelos membros da
“Comissao Nacional para a Protecao de Seres Humanos em Pesquisa Biomédica
e Comportamental”’, com intuito de investigar quais deveriam ser os principios a
dar luz a pesquisa em seres humanos, sendo indicado no documento o respeito
as pessoas (autonomia), beneficéncia e justica, como os principios escolhidos
que deveriam conduzir a postura ética e cientifica (DEJEANNE, 2011, p. 40). O
filbsofo Tom L. Beauchamp, participou como membro da Comisséo que elaborou
o Relatério Belmont, e juntamente com o tedlogo James F. Childress, ambos
vinculados ao Kennedy Institute of Ethics, publicaram também em 1978, seu livro
Principles of Biomedical Ethics, que fortaleceu e disseminou o uso dos principios
para sistematizar a abordagem de dilemas e problemas bioéticos (PIRES;
TRINDADE, 2007).

O modelo principialista predominou por aproximadamente quarenta anos,
sendo assim base para a maioria dos Codigos de Etica da area da salde,
contemplando ainda como critérios para o agir profissional, os principios
propostos por Beauchamp e Childress, mas de modo que das consideracdes
feitas até o momento, se explicita um fundamento, um meta-principio. O

principialismo proposto por Beauchamp e Childress é intensamente atrelada a

relacdo meédico-paciente, e apresenta uma assimilacdo quase que organizadora
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em listar ou ndo a presenca dos principios bioéticos em suas pautas. Assim
apresenta falta de integralizacdo, tratando com indiferenca questionamentos
sociais, aspectos politicos, consciéncia ambiental, e tantos outros que compdem a
situacdo, ou seja, enfatizando apenas temas de forma mecanica e superficial
(SANTOS et al., 2014, p.275).

2.1. A Bioética Principialista

Na década de 1970, a énfase da bioética, até entdo chamada de ética
médica, tinha estado na relacdo médico-paciente com debates majoritariamente
voltados em termos do ganho de autonomia do paciente perante a autoridade
supostamente prevalecente, a do médico. Hoje, a ética, a bioética e a ética
meédica, se desvincularam, aprimoraram, desenvolveram, e apresentaram suas
proprias areas de estudo e subdivisfes. Assim, a bioética ganha seu repertorio
particular, abrangendo temas mais amplos para debates praticos e conceituais,
por exemplo, sobre o significado da dignidade humana, bem como analises
completas de mudancas estruturais nas praticas médicas e de novas tecnologias
para resolucdo dos problemas existentes e evitar conflitos futuros. Além disso,
também levanta topicos de debate continuo como problemas morais que surgem
no inicio e final da vida, mas também ndo deixa de se aprofundar no estudo e
analise de praticas clinicas, a alocacéo de recursos no sistema de saude, acesso
a cuidados de saude e meio ambiente (GARRAFA, 2001).

Conforme ja mencionado, grande fundamentalista da aplicacdo e analise
dos primordios da bioética, foi Van Rensselaer Potter. O mesmo, enfatizava a
importancia da “ética geral”, preocupando-se com o bem estar humano, a relacao
ser humano e natureza, o impacto das acdes da humanidade no ecossistema,
visto que na época grande desenvolvimentos tecnolégicos fizeram surgir dilemas
morais inesperados relacionados a pratica biomédica, sua obra e conceitos
passaram rapidamente a serem utilizados para estudo de caso, e acabaram

tornando sinbnimo do termo ética médica (DEJEANNE, 2011).

O Relatério de Belmont estabeleceu as bases da ética principialista,
elencando trés principios fundamentais, sendo eles: justica, beneficéncia e
autonomia (MABTUM;MARCHETTO, 2015). Entretanto em 1979 com a
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publicagdo do livro Principios da Etica Biomédica (Principles of Biomedical
Ethics), escrito por T. L. Beauchamp e J.F. Childress, presentes também na
construcdo do Relatdrio, adiciona uma nova forma de abordar os fundamentos
éticos. O livro, apresentou positivamente a bioética de uma forma racional e
imparcial, na qual ndo mais o médico decide o melhor caminho para seu paciente,
mas onde ha dialogo e decisdo em conjunto sobre o melhor a ser feito. Além
disso, para Beauchamp e Childress, os principios apresentam a mesma
importancia hierarquica entre si, dando o valor e importancia de forma balanceada
entre 0S mesmos, ndo mais apenas considerando a autonomia como um principio
supremo. Sendo assim, Beauchamp e Childress foram de grande importancia
para a consolidacdo académica da ética biomédica, porque além de divulgar,
sistematizaram os principios basicos e por sua objetividade e clareza tomaram
grandes proporcdes tornando a teoria praticamente hegemonica (PIRES, 2007).
Desta forma, os principios difundidos e que formam a base da bioética
principialista  sdo: Autonomia, NAao-Maleficéncia, Beneficéncia como

desdobramento da anterior, e Justica.

O principio do respeito & autonomia esta intrinsecamente ligado a definicdo
da pessoa autbnoma, que possui capacidade de decidir e agir em direcdo a seus
objetivos pessoais. Assim, o0 principio da autonomia respeita e valoriza as
decisbes e consideragcfes, evitando assim qualquer obstrucdo da mesma a
menos que seja claramente prejudicial ao individuo, fornecendo todo tipo de
informacdo necesséria para que o individuo possa fazer o proprio julgamento,
garantindo sua liberdade de agir. Deve-se existir trés condicdes para a acao
autbnoma por aqueles com capacidade de escolha, sendo elas a
intencionalidade, a compreensao e a auséncia de influéncias controladoras que
determinam sua acdo. Assim, as regras morais e obrigacdes derivadas da
aplicacdo desses principios sdo sempre dizer a verdade, respeitar a privacidade
dos outros, proteger informacfes confidenciais e obter consentimento para

intervencgoes.

O principio da beneficéncia € uma obrigacdo moral para agir em beneficio
dos outros, tendo como aspectos fundamentais o oferecimento dos beneficios e
equilibra-los aos beneficios os danos/riscos, apoiando assim a protecdo e defesa
dos direitos dos outros, impedindo ou removendo condicdes que possam

ocasionar em danos/prejuizos aos outros. Agir para fazer o bem aos outros é o
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cerne desse fundamento, de forma a minimizar os possiveis danos e maximizar
0s beneficios, o que representa no meio médico a intencdo de agir em interesse

do paciente.

O principio da ndo maleficéncia afirma que existe obrigacdo de nao infligir
dano intencional, sendo derivado da maxima da ética “primium non nocere” (antes
de tudo, ndo fazer mal), apoiando-se assim em obrigacbes como ndo matar,
causar dor ou sofrimento, ndo ofender ou incapacitar. Muitos autores se referem a
esse principio dentro da definicdo da beneficéncia, porém ha grande diferenca e é
preciso que ela seja ressaltada a obrigagéo de fazer o bem e n&o causar dano,

sendo assim o limite da definicdo do primeiro ndo € o ponto de partida do outro.

O principio da justica € o principio que obriga a distribuir equitativamente
beneficios, riscos, custos e recursos, baseados nas regras que garantam para
cada pessoa uma parte igual e assisténcia de acordo com suas necessidades.
Esse fundamento tem seu principio na filosofia aristotélica, vista como uma moral
fundamental, sendo resultado da distribuicAo entre o comportamento justo e
injusto. A justica, pode ser analisada sobre duas oticas diferentes, sendo justica
comutativa, referente a relacdo entre dois individuos, dando a cada um o que |he
€ devido, e a justica distributiva, que pde a luz a relacdo entre autoridade e
individuo, designando o dever da autoridade de repartir os custos e beneficios de

forma justa na sociedade mas também garantir a todos acesso a tal.

2.2. Bioética de Intervencéo

A Bioética Principialista, como descrito acima, se aproxima de um modelo
normativo, apresentando-se produtiva e pratica, assegurando respostas rapidas e
técnicas para resolucao de problemas éticos que envolvam a relacdo médico-
paciente e seus desdobramentos. No entanto, na década 1990, na América Latina
e nos demais paises nao centrais, uma nova perspectiva da bioética surgiu,
instigando pesquisadores e estudiosos a repensarem a bioética perante seus
proprios conflitos locais de forma ampla, dos maiores aos mais comuns e
cotidianos em seus paises, e se depararam com a escassez de recursos dentro
da bioética frente aos dilemas vindos desses problemas persistentes (SANTOS,

2014, p. 277). Assim, buscando a resolugéo para questdes que assolam geragdes
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certos locais do mundo, mas que até entdo ndo haviam sido sistematicamente
estudadas e priorizadas pelo olhar da bioética, surgiu a necessidade de
ampliacdo da mesma como intuito de fortalecé-la, na busca de repensar e
resolver questdes como concentracdo de poder, pobreza, miséria e delinquéncia,
consequéncias da globalizagédo econdmica internacional gerando excluséo social,
drastica evasdo de intercambios dos paises mais pobres para os centrais, falta de
consolidacdo da cultura, falta de politicas efetivas em defesa dos direitos

humanos universais e de cidadania, entre outros (GARRAFA, 2003).

Nesse contexto surge a Bioética de Intervencdo, que garantindo oferecer
mudancas radicais para 0s cenarios citados, gera compromisso com a politizacao
de seu discurso, construcdo de novos espacos coletivos, justos e pregadores da
igualdade, garantindo assim a dignidade e qualidade de vida a todos, pautando-se
em relagcBes nado discriminatérias. A Bioética de Intervencdo busca a formacao de
uma sociedade igualitaria, dando voz para populacdo que se apresenta em
situacdes de fragilidade e instabilidade social, assumindo assim que ha diferenca
entre as pessoas e que seus contextos sejam entdo ouvidos e entendidos para

gue suas necessidades sejam atendidas (SANTOS et al., 2014, p.272).

No Brasil, a bioética comeca a surgir nos anos 1990, e ficou
internacionalmente conhecida a partir de 2002, quando em Brasilia ocorreu o
Sexto Congresso Mundial de Bioética, sendo a Bioética de Intervencdo (Bl) a
tematica central abordada na abertura do evento. Em 2004, comegou a ser
intensivamente estudada pela Catedra Unesco de Bioética da Universidade de
Brasilia (UnB), grupo multi-interdisciplinar pioneiro nessa area no Brasil, que além
de desenvolver pesquisas, formacao, aplicacdo tedrica e aplicada em bioética,
também organizou o Congresso mencionado acima (Silva et al., 2011, p.363). A
Bl se difundiu fortemente pautada na necessidade de se olhar pelo viés dos mais
fragilizados, baseando-se em referéncias apropriadas a cada contexto,
alavancando um modelo de observacdo e andlise ainda ndo levantado para a
resolucdo dos dilemas entdo dos paises do hemisfério sul, diferentemente da
bioética principialista que concentra pressupostos e referéncias anglossaxoénicas,
protegendo e assegurando no ambito publico e pessoal que as decisdes sejam as
mais adequadas para 0 maior niumero de pessoas possiveis e pelo maior tempo,

mesmo que causando prejuizo a alguns individuos, mas também procura por
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solugdes de conflitos mais praticas de acordo com o contexto da situagédo, sempre
relacionada as questfes meédicas (GARRAFA, 2000).

O impacto da ligacdo entre a criacdo, disseminacado, fortalecimento e
influéncia da bioética principialista em paises centrais, na qual foi fundamentada,
levanta a essencialidade da contextualizagao para gerar a devida solucao de seu
problema, assim em paises centrais onde problemas como alimentacédo, saude e
moradia ja foram resolvidos e nos paises periféricos, onde a maioria da populacao
convive diariamente com o extremo oposto, como auséncia, falta e/ou
instabilidade em relacdo a alimentacdo, salde e moradia. Além de grande
disparidade em relacdo a concentracdo de renda, os problemas apresentados em
cada localidade (pais central e pais ndo central) ndo cabem ser avaliados com os
mesmos principios, porque estdo completamente em contextos diferentes (CRUZ,
2006).

O processo de nédo silenciamento, da compreensdo e entendimento da
diversidade moral da sociedade humana € um processo recente, iSSO porque 0
entendimento ocidental de moralidade esta vinculado a desenvolvimento, e mais
recentemente o desenvolvimento tecnoldgico de uma perspectiva que nivela
todos os povos a partir de uma Unica medida, fortalecendo os ideais de
dominacéo e superioridade de alguns, seguindo a logica capitalista. A Bioética de
Intervengd@o nega a existéncia de uma moralidade universal e comum a todos,
assim como a simplificacdo em apenas quatro principios para a deliberacao
moral, levantando novos fundamentos e incorporando novos conceitos em seu
cerne como prudéncia, precaucéo, igualdade, tolerancia, solidariedade, equidade
e outros mais (COSTA et al., 2000; GARRAFA et al., 2020).

De acordo com Silva (2011), a bioética de intervencao traz uma parte de
seus fundamentos baseados nas teorias do Utilitarismo, uma é&rea dentro do
Epicurismo, e assim a Bl tem em sua base o0 conceito de que se deve haver
prazer essencialmente em tudo o que fazemos e além disso, todos devem contar
como apenas um e ndo mais que isso. Dentro do Utilitarismo, cinco
caracteristicas principais se destacam: visdo igualitaria dos agentes morais;
consideracéo das consequéncias das acdes; universalizacdo dos bens, no sentido
material e ndo moral; maximizacdo do que € considerado valioso e concepgao

natural sobre o bem estar. De acordo com Oliveira (2018), desde que o0s

50



principios éticos guiem o avangco e aplicacdo do conhecimento e tecnologia,
garantindo alivio da dor e sofrimento assim como a dignidade humana, toda
liberdade para pesquisa € necessaria para seu desenvolvimento seja ho campo

do genoma humano, genética ou medicina.

Esse pensamento enfatiza a importancia do atrelamento entre a ética e o
desenvolvimento tecnoldgico, principalmente voltado ao da manipulacdo da vida.
Tem como pressuposto primeiro a determinacéo de um fendmeno ou populacéo e
inter relacbes entre os mesmos, abordando o problema proposto buscando dar
significados a partir do contexto e demais questbes que perpassam a situacao
dada, buscando ir além da prépria aparéncia do fenbmeno mas também se
debrucando para trazer a tona e entender a origem do problema, relacdo entre as
classes sociais, os direitos humanos ligados ou falta deles na situagdao (AMORIM
CINI et al., 2019, p. 111).

2.4.Declaracéo dos Direitos Universais pela Unesco - Pressupostos Legais

A Declaracdo Universal dos Direitos Humanos, adotada pela Assembleia
Geral das Nag¢bes Unidas em 1948, tornou-se, no periodo do pés-guerra, o Unico
instrumento ético de controle social das condutas construidas em nome da
humanidade. A Declaracdo dos Direitos Humanos reconhece a igualdade das
mulheres/ homens, mesmo sendo abstrato, relativo a um “eu” generalizado. Esta
Declaragao introduziu pela primeira vez a ideia de uma identidade humana, que
esta além de todas as diferencas, e estipula um principio comum: pertencer a
mesma humanidade na qual se tem o direito inalienavel a vida (CRUZ, 2006);
(GARRAFA;PORTO, 2003).

Da necessidade de uma universalizacdo dos fundamentos da bioética, a
Declaracdo Internacional sobre os Dados Genéticos Humanos foi escrita em
outubro de 2004 pela UNESCO, com o intuito de garantir a protecéo dos direitos
humanos, dignidade e liberdades fundamentais, considerando também a retirada
de amostras contendo material genético humano, o tratamento dado a ela, onde e
porqué seria empregada, assim como a conservacédo da amostra e de seus dados
genéticos, seguindo os direitos de igualdade, justica e solidariedade (UNESCO,
2004).
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Essa declaragdo foi criada, considerando que até entdo os dilemas
meédicos-juridicos ndo estavam munidos de ferramentas suficientes para lidar com
novas questbes éticas geradas pelas crescentes descobertas relacionadas ao
gene, reconhecendo assim que o genoma humano e seus dados genéticos séo
sensiveis. Isso permitiu mapear pré-disposicbes que afetam ndo s6 o individuo
mas também sua familia e comunidade de forma significativa em varias geracoes,
e que esses dados podem ter informacbes que mesmo nado reconhecidas no
momento, podem ter grande importancia cultural para um grupo de pessoas.
Assim, era necessario garantir que todos os dados tivessem grau de

confidencialidade para sua seguranca (UNESCO, 2004).

A declaracdo também reforca a necessidade da cooperacado internacional
para compartilhamento do conhecimento sobre o dominio da genética humana,
reconhecendo a sua importancia para o desenvolvimento dessa area, mas
sempre enfatizando que a manipulacdo do genoma apresenta também potenciais
riscos, quando ndo bem manipulados, ao exercicio dos direitos humanos,
dignidade e a liberdade fundamental (UNESCO, 2004).

No documento ha também diversas definicdes que modelam como deve
ser feito todo o processo de retirada da amostra do gene, levantamento de dados,
analise e conservacdo, mas também algumas expressfes, termos e seus
significados, como uma forma de garantir que seja assim criado um consenso
sobre os mesmos e que esses possam ser de ciéncia de todos. S&o esses
termos: dados genéticos humanos, dados proteémicos humanos, consentimento,
amostra bioldgica, estudo genético de populacdes, estudo de genética do
comportamento, método invasivo, método nédo invasivo, dados associados a uma
pessoa identificavel, entre outros (UNESCO, 2004).

Além disso, em outubro de 2005, surge a Declaragcdo Universal sobre
Bioética e Direitos Humanos (DUBDH), que adota o tratamento de questdes
éticas a medicina, ciéncias da vida e tecnologias aplicada a vida humana,
incorporando em seus principios de respeito a dignidade humana, liberdades
fundamentais e direitos humanos, garantindo assim o direito e respeito pela vida,
reconhecendo a interligacdo entre os dois temas por meio da bioética. A mesma
apela a efetiva aplicagdo dos principios por todos os Estados-membros,

considerando que o0s seres humanos apresentam uma capacidade Unica de
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refletir sobre si, sua existéncia e 0 meio que esta inserido, os rapidos avancos da
ciéencia e suas tecnologias, afirmando que as questbes éticas devem ser
analisadas considerando os direitos humanos e respeito universal, elucidando a
necessidade de haver principios universais base para responder dilemas que
surgem entre a tecnologia, suas aplicagcbes e implicacbes para a vida humana e
meio ambiente (PIRES, 2007).

Dessa forma, a DUBDH, sumariza o0s principios ja levantados na
Declaragdo Universal sobre o Genoma Humano e os Direitos Humanos e a
Declaracdo Internacional sobre os Dados Genéticos humanos, assim
considerando ndo s6 a conjuntura atual mas também perspectivas futuras,
resguardando os interesses das geracfes de agora e das que virdo, reforcando
assim o papel decisivo do ser humano em proteger todas as formas de vida,
considerando que a diversidade e o intercambio permitem o enriquecimento
cultural, potencial de inovacao e criatividade e por isso devem ser considerados
patriménios comum da humanidade (UNESCO, 2005).

A Declaragdo, convoca todos os 191 Estados-membros que a assinaram a

se comprometerem com a mesma, seguindo, contemplando e divulgando a

7

mesma, que €é composta vinte e oito artigos, divididos em trés nucleos
contextuais, sendo eles sobre a normatizacdo da declaracdo, na qual os
Estados/paises séo sujeitos da acdo e devem garantir a execu¢do da norma,
questdes biomédicas voltados questdes clinicas, académicas ou legais no qual os
agentes bioéticos devem orientar o Estado nas mais amplas questdes e por fim,
um contexto reflexivo dos valores éticos e morais, no qual sdo levantados para a
comunidade mundial (SALVADOR et al., 2018). Aqui, elenco os artigos que serao
de suma importancia para a as futuras discussdes no texto referente a estudo de
casos, legislacdo nacional e internacional. Sendo assim, de acordo com a
UNESCO, (2005):

“Artigo 3°: Dignidade humana e direitos humanos

1. A dignidade humana, os direitos humanos e as liberdades
fundamentais devem ser plenamente respeitados

2. Os interesses e 0 bem-estar do individuo devem prevalecer sobre o
interesse da ciéncia ou da sociedade.

Artigo 4°: Efeitos benéficos e efeitos nocivos

Na aplicacdo e no avanco dos conhecimentos cientificos, da pratica
médica e das tecnologias que lhes estdo associados, devem ser
maximizados os efeitos benéficos diretos e indiretos para os doente, os
participantes em investigacdes e 0s outros individuos envolvidos, e deve
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ser minimizado qualquer efeito nocivo suscetivel de afetar esses
individuos.

Artigo 8° Respeito pela vulnerabilidade humana e integridade pessoal

Na aplicacdo e no avango dos conhecimentos cientificos, da préatica
médica e das tecnologias que lIhes estdo associadas, deve ser tomada
em consideracdo a vulnerabilidade humana. Os individuos e grupos
particularmente vulneraveis devem ser protegidos, e deve ser respeitada
a integridade pessoal dos individuos em causa

Artigo 11° Nao discriminacao e néo estigmatizacao

Nenhum individuo ou grupo deve, em circunstancia alguma,
sersubmetido, em violagdo da dignidade humana, dos direitos humanos
e das liberdades fundamentais, a uma discriminacdo ou a uma
estigmatizacao

Artigo 16° Proteccdo das geracdes futuras

As repercussdes das ciéncias da vida sobre as geragbes futuras,
nomeadamente sobre a sua constituicAo genética, devem ser
adequadamente tomadas em consideragao.”

Dos cinco artigos, o terceiro, quarto, oitavo e décimo sexto, sdo normas ou
orientacbes normativas que orientam o0s agentes biolégicos dos Estados
nacionais perante as tematicas abordadas nos mesmo, assim colocando a norma
sujeita da acao feita pelo Estado, enquanto o décimo primeiro artigo da DUBDH,
possui como sujeito de acdo a comunidade mundial, convocada a refletir sobre a
nao estigmatizacdo e ndo discriminacdo, mostrando-se uma declaracao
preocupada em orientar a populacdo como todo, mas também gerar espaco para
debate e reflexdo acerca de seus artigos (SALVADOR et al.,, 2018). Né&o é
coincidéncia a DUBDH justificar e embasar o surgimento da bioética de
intervencado, pois as duas apresentam grande convergéncia em sua forma de
abordar a bioética em si, sendo uma forma de politizar a mesma quando busca o
olhar sobre o todo, além de divulga-la como ferramenta de libertacéo,
emancipacao e empoderamento (GARRAFA, 2005b).

2.5. Consideracdes finais do capitulo 2

Ao longo deste capitulo, foi frisada a importancia do amadurecimento da
bioética para compreensdo, debate e resolucdo de questbes que abordam
tematicas multidisciplinares, que necessitem de uma visdo ampla e principalmente
que se atualiza e avancga justamente a partir do seu entrelagamento com tais
qguestdes. Frente a novas probleméticas de paises em desenvolvimento ou

periféricos, a bioética principialista se mostra pouco munida para se posicionar e
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discutir acerca dos temas, assim a mesma que com seus principios fundamentais
pdde consolidar a area como um campo do conhecimento, se depara com
desafios inesperados que demandam sua expanséao, e a bioética de intervencao
surge a partir dessa necessidade. Um novo olhar, atitude e pensamento, quando
se tornando voz da populagéo, se envolvendo em causas que também envolvem

cunho social.

A consolidacdo da bioética e seus fundamentos, fruto de suas discussoes e
estudos, ocorreu por meio da DUBDH, e na mesma légica, foi criada a Declaracao
Internacional sobre os Dados Genéticos humanos. As duas, nomeiam,
documentam conceitos, incentivam a cooperacdo internacional, e modelam a

normas a fim de garantir os direitos a vida e a tecnologia.

A edicdo gendmica, apesar de seu gigante potencial, deve apresentar seu
uso e limite sempre revisitado e avaliado, pois apesar de sua aplicabilidade
principalmente o mais visado na area da saude, ha usos como o aperfeicoamento
genético, que ferem direitos humanos, e diversas premissas bioéticas como o
direito ao consentimento e pde em xeque a seguranca das geracdes futuras. Além
disso, para que haja o desenvolvimento saudavel da ciéncia e sociedade, o
envolvimento do publico e incentivo de discussdes acerca do tema é de extrema
importancia, pois 0s impactos e consequéncias que essa tecnologia pode gerar
na sociedade ainda séo desconhecidos em termos de valores sociais, seu status
econdmico, individualidade, injusticas e acessibilidade, mas podem sim ser
estudados, com intuito de trazer clareza para uma questao tao plural e complexa.
Guiados pelos conceitos apresentados aqui é possivel entdo entender e refletir
através da bioética de intervencdo acerca do uso da técnica de modificacao
genética CRISPR-Cas contexto internacional, no Brasil seus desdobramentos.
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CAPITULO 3 Legislagédo nacional e internacional vigente relacionadas a
edicdo génica

3.1. Modificagdo do DNA Humano

Em novembro de 2018, a noticia que o médico e pesquisador chinés He
Jiankui anunciou o nascimento de gémeas com alteracdes em seu DNA, chocou a
comunidade cientifica e o mundo. O feito foi parte de um experimento com intuito
de impedir que as criancas nascessem com HIV, e a repercussao do caso foi
estrondosa. Jiankui, ficou mundialmente conhecido pelo seu ato e foi condenado
a 3 anos de priséo pelo tribunal de sua cidade Shenzhen, pela manipulacao ilegal
de células germinativas, realizando assim exercicio ilegal da Medicina. Na época,
por falta de legislacéo vigente acerca desse tipo de atividade na China, o pais foi
fervorosamente cobrado pela comunidade mundial. Jiankui, usou o sistema
CRISPR-Cas9, que acabou sendo divulgado como uma possivel fonte de geracao
de “bebés modificados”, gerando desinformagdo e sensacionalismo perante a
ferramenta (PRESSE, 2022).

Alguns anos antes, em 2015 Junjiu Huang, pesquisador de células-tronco
da Universidade de Sun Yat Senem Guangzhou na China, foi o primeiro a reportar
0 uso do sistema CRISPR-Cas9 para realizar modificacdes genética em embrides
com intuito de realizar mutacdo especifica no gene HBB, componente da
hemoglobina que quando apresentam uma determinada modificacdo genética
causa a doenca talassemia beta. O artigo “Edicdo de genes mediada por
CRISPR/Cas9 em zigotos triponucleares humanos” do inglés “CRISPR/Cas9-
mediated Gene Editing in Human Tripronuclear Zygotes”, foi rejeitado por grandes
revistas cientificas da época, como a Nature e Science, com a justificativa de ser
inadmissivel do ponto de vista ético (FURTADO, 2017).

No amplo campo da pesquisa em engenharia genética, o numero de
laborat6rios com cientistas dedicados a pesquisar este sistema tem aumentado
nos ultimos anos, provavelmente cada um deles tem proposto resolver um
problema através desta tecnologia que acabara por cair na luta de patentes. Fora
do campo académico, uma parcela da sociedade exige o lancamento desta
técnica para salvar vidas em todo o mundo, como pessoas com doencas ou
condigdes raras que poderiam ser tratadas com o emprego da CRISPR, alegando

gue esta descoberta ndo pode estar sob patente, uma vez que se tornaria quase
56



ou totalmente inatingivel para muitos seres humanos, no entanto, os cientistas
alertam sobre seu lancamento. O grande potencial de modificacdo genética por
meio de CRISPR Cas, de células ou tecidos, mesmo de organismos inteiros,
levanta duvidas sobre sua viabilidade, uma vez que a modificagdo ndo permanece
apenas no organismo modificado, mas também em sua prole (ARGUEDAS-
RAMIREZ, 2020; GONZALEZ-AVILA et al., 2021).

O papel do governo nestas regulamentacbes e instancias a serem
abordadas, deve ser regular e garantir o atendimento as necessidades em
beneficio de toda a sociedade, ndo apenas a uma parcela da populacdo
“privilegiada”, garantindo o uso ético desses sistemas para tentar reduzir as
lacunas e desigualdades sociais em vez de abrir novas, considerando as atuais
questdes sociopoliticas, econbmicas e histéricas, como o0s movimentos anti-
cientificos e a politizacdo da ciéncia. Isso porque, a edicdo genética empregada
em geral, se ndo bem regulamentada, abre porta para ser utilizada em nome de
“potencializar capacidades humanas” ou para o “melhoramento genético”,
surfando na ideacdo de uma possivel manipulacdo de tracos cognitivos e fisicos
também (CAPELLA, 2016). Por isso, € altamente relevante que haja distingdo
entre tratamento e 0 melhoramento genético, muito vinculado também a idéia de
eugenia. O primeiro procura devolver ou restaurar uma dada condicdo causada
por uma doenca que esteja prejudicando a saude do individuo, o segundo se
refere ao “aprimoramento” ou “melhoraria” de caracteristicas que s&o
consideradas “normais”, seguindo um padrao histérico e estrutural muitas vezes

carregados de preconceitos com ideias separatista, racista e capacitista.

O movimento eugenista foi fruto de Darwinismo, um sistema bio-social de
ideias que defendia o uso de praticas destinadas a melhorar a composi¢ao
genética de uma populacéo, desenvolvido na Europa no final do século 1800. Os
eugenistas da época, afirmavam que muitos dos males do homem eram devidos a
herancas inferiores de caracteristicas. Assim, ladrbes, prostitutas, pessoas com
deficiéncia, pessoas pobres, imigrantes e minorias eram degenerados e
considerados inaptos, e seus genes ndo deveriam se perpetuar. A nova eugenia
liberal, fundamenta-se no principio que de o aprimoramento humano flui de um
desejo legitimo de melhorar a si mesmo e que existe uma obrigacdo moral de
produzir o melhores filhos possiveis. Com isso, 0s novos eugenistas descrevem a

velha eugenia como nao cientifica e coercitiva, preocupada com o
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aperfeicoamento da raca, criando a falsa ilusdo de que a “nova eugenia” propoe
criar melhores oportunidades para criancas através do proprio ser humano, com o
melhoramento e a eliminacdo de caracteristicas indesejaveis (HARRIS, 2010;
VIZCARRONDO, 2011).

Para além dos temas levantados anteriormente, entra em pauta também o
guanto as consequéncias adversas dessas modificacdes sao realmente plausiveis
de serem mapeadas, o risco de produzir efeitos em escala macroambiental como
por exemplo a hereditariedade dos genes modificados para geragOes futuras, a
existéncia, velocidade de criacdo e adaptacao das legislacdes vigentes acerca do
uso de modificacdes genéticas, e em um geral, a transparéncia e divulgacéo das
pesquisas realizadas assim como seus proximos passos. Por ultimo mas nao
menos importante, a existéncia de um dialogo com a populagdo perante esse
cenario de forma a compartilhar e gerar conhecimento baseado em fontes
verdadeiras a respeito do uso da CRISPR, independente do intuito do estudo na
qual serd empregada, fugindo da comunicacdo em massa geradora de medo

perante “o desconhecido”.

Independente de todos o0s questionamentos e discussdes, nao ha
consenso da real maneira de regular e legislar sobre o assunto no Brasil e no
mundo. E esse € também um grande risco, pois simplesmente a proibicdo da
edicdo de células somaticas ou embrides ndo impede de fato a inexisténcia
dessas préaticas, gerando um ambiente instavel, aberto para praticas de um
mercado pouco regulado e com potencial ilegal (FURTADO, 2017; BOGGIO et al.,
2019).

3.2. Legislagéo Internacional
3.2.1. Moratoria da edicdo do genoma hereditario

O PubMed, plataforma que apoia a busca e recuperacdo de literatura
biomédica e de ciéncias da vida com mais de 34 milhdes de citagcbes e resumos
de literatura biomédica, no periodo de 2013 a 2022, apresentou 5.857 artigos com
a tematica da CRISPR presente em seu acervo. Desses, 29% possuem autores
norte-americanos e 27% autores chineses, sendo que o0s dois paises sao

justamente 0s que se apresentam mais avancados em testes clinicos com
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pacientes usando a CRISPR, mesmo que ainda estejam sendo estabelecidos os
potenciais riscos da acdo fora do alvo ou imprevistos, também chamados do
inglés de off-target, da ferramenta. Apesar disso, os estudos clinicos realizados e
divulgados em células somaticas ex vivo, ou seja estudos realizados com
amostras modificadas extraidas do proprio organismo, alteradas e depois
reintroduzidas, mostram-se a priori seguros. Entretanto, ndo ha um consenso
mundial sobre a permissdo para edicdo de células germinativas e embrides
humanos, sendo expressamente proibida em muito paises da europa,
necessitando de aprovagcao pelo Food and Drug Administration (FDA), para
edicdo em embribes editados no EUA, assim como na china, que requer
permissdo do Ministério da Saude Chinés para qualquer uso clinico da edicao
(GUIMARAES; MORALES, 2017).

Em 2019 a empresa biofarmacéutica norte americana Vertex
Pharmaceuticals em parceria com a empresa suico-americana CRISPR
Therapeutics, anunciaram sucesso inicial no tratamento de pacientes portadores
de talassemia beta e anemia falciforme, doencas causadoras de deformagdes nos
glébulos vermelhos do sangue afetando sua producéo e quantidade no corpo. No
estudo, com 75 pacientes, 44 possuem talassemia beta e 31 anemia falciforme
grave, receberam sua propria medula editada para combater suas respectivas
doencas. Os pacientes foram acompanhados de 1,2 a 32 semanas apés 0
procedimento e, quarenta e dois (42) dos 44 pacientes com talassemia beta nao
precisaram realizar transfusdo durante o periodo de acompanhamento, e os dois
pacientes restantes tiveram reducao de 75% e 89% no volume de transfusdo. Dos
31 pacientes com anemia falciforme grave, caracterizados por episodios de dor de
crise vaso-oclusiva (CVO), todos estavam sem crises ap6s a infusdo. Em
comunicado a imprensa, a presidente da CRISPR Therapeutics, Samarth
Kulkarni, afirmou que os dados reforcam as crengas de que terapias génicas
apresentam fortes indicios de propiciar beneficios com uma Unica intervencao
(DELLAIRE, 2020).

O aumento no numero de estudos clinicos, mesmo que em sua maioria
voltados para tratamentos, abre portas para uso ilegal da ferramenta em locais
ndo amparados por legislacdes especificas sobre a forma correta da edi¢édo
genética (GALVIN, 2018). Em dezembro de 2015, a | Conferéncia Internacional

sobre a edicdo de genes, a primeira Cupula sobre Edicdo Genética Humana, do
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inglés I Summit on Human Gene Editing, ocorreu organizada pela Academia
Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos, Academia Nacional de Medicina dos
Estados Unidos, a Royal Society que é um instituto promotor de conhecimento
cientifico do Reino Unido, e a Academia Chinesa de Ciéncias. O comité
organizador emitiu uma declaracdo sobre usos apropriados da tecnologia que
incluia o seguinte: seria irresponsavel prosseguir com qualquer uso clinico de
edicdo de linha germinativa a menos e até que (i) as questdes relevantes de
seguranca e eficacia tenha sido resolvidas com base na compreensdo e no
equilibrio apropriados de riscos, beneficios potenciais e alternativas, e (ii) que
haja amplo consenso social sobre a adequacdo da proposta aplicacdo da
tecnologia (BOTKIN, 2020, p.488).

Em novembro de 2018 aconteceu a Il Conferéncia Internacional sobre a
edicdo de genes ocorrida em Hong Kong. O evento, convocado pela Academia de
Ciéncias de Hong Kong, Sociedade Real do Reino Unido, Academia Nacional de
Ciéncias dos Estados Unidos e da Academia Nacional de Medicina dos Estados
Unidos. O evento, deveria se concentrar nas perspectivas da edicdo do genoma
humano, mas pouco antes do come¢o do mesmo, surgiram noticias de que He
Jiankui, pesquisador e palestrante convidado da Conferéncia havia criado os
primeiros bebés geneticamente editados, e diferentes reacdes foram

desencadeadas a partir desse cenario (LEI, 2020).

Em marco de 2019, foi publicado na revista Nature o documento da
moratéria da edicdo do genoma hereditario, apoiada pela lideranca dos Institutos
Nacionais de Saude (NIH) e assinada por dezoito (18) proeminentes cientistas e
bioeticistas envolvidos no campo de edicdo de genes, envolvidos na organizagao
até de cupulas internacionais e comités consultivos nacionais. Projetada para ser
temporaria, carece de qualquer forca ou autoridade significativa se for apoiada por
tais conclusdes cautelosas e contingentes, uma moratoria significa que, embora a
edicdo do genoma hereditario ndo seja apropriada no momento, essa avaliacao
pode ser revisada periodicamente, e permite que pesquisas, exceto a
transferéncia uterina, desenvolvam as técnicas e avaliem a eficacia e a seguranga
da mesma (WOLINETZ; COLLINS, 2019).

Os relatorios apresentados para a formulacdo da moratéria haviam sido

alimentados por uma certa urgéncia na abordagem das questdes éticas, sociais e
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legais, e assim o argumento central do documento é que o valor da edicdo do
genoma para o pequeno numero de familias potencialmente beneficiadas por
essa tecnologia ndo garantem o0s riscos para as criancas editadas, 0s encargos
para a sociedade pelo desenvolvimento e superviséo e 0s riscos para a sociedade
por meio de seu uso indevido (XAFIS, 2021).

Uma posicao clara e firme sobre essa questdo nos estagios iniciais dessa
tecnologia € essencial para estabelecer padrbes internacionais, por isso na
moratoria, os Institutos Nacionais de Saude dos EUA estéo proibidos de apoiar o
uso de tecnologias de edicdo de genes de linhagem germinativa em embrides
humanos, mas permite a pesquisa sobre usos terapéuticos de edicdo de genes
em células somaticas em doencas, por exemplo. E ainda, de acordo com o
documento, qualquer nacdo que queira dar luz a edicdo da linha germinativa
humana por seus cientistas, deve dar aviso publico, envolver-se em uma
avaliacao internacional e transparente sobre justificativa da intervencdo e garantir

gue o trabalho tenha amplo apoio em sua propria nacdo (LANDER, 2018).

O editorial da Nature que acompanha o documento, ndo endossa
explicitamente o pedido de uma moratéria, mas defende "um registro aberto” de
estudos de pesquisa basica eticamente examinados e aprovados que envolvam
edicdo genética de embribes, espermatozoides ou Ovulos. Também sugere que
seja criado um mecanismo que permita aos cientistas "sinalizar pesquisas
potencialmente perigosas”, isso porque alguns cientistas sabiam que He Jiankui
planejava editar e implantar embriées humanos — ou de fato ja havia feito — mas,

a seu pedido, manteve as informacdes confidenciais (BOSLEY et al., 2015).

Nos casos comentados acima € possivel perceber, com todas as devidas
proporcdes, que s6 apos a divulgacdo da noticia da edicdo do genoma dos
embrides na China, € que se promoveu de forma acentuda discussdes em relacao

0 tema.

3.2.2. Legislacao internacional unificada

A existéncia de uma legislacdo mundial acerca da edicdo do genoma deve
ser precedida de uma analise do cenario politico e legislativo e, esta analise foi

realizada por Baylis et al., 2020, com intuito de organizar e esclarecer o panorama
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da edicdo genética, principalmente voltada a edicdo de células germinativas no
mundo. Em sua pesquisa, verificou que dos 106 paises estudados, 96 possuem
documentos politicos, sejam eles legislacfes, regulamentos, diretrizes, codigos ou
tratados internacionais relevantes para o uso da edicdo do genoma a fim de
modificar embrides humanos em estdgio inicial, gametas ou suas células
precursoras. Neste estudo também, os paises sado classificados em cinco
categorias, sendo elas: 1) os que permitem a pesquisa desde que seja realizada
de acordo com quaisqueres requisitos estipulados; 2) os que proibem, sendo
assim o pais declara explicitamente que esse tipo de atividade ndo € permitida; 3)
0S que proibem com excecdes, em que 0s paises primeiramente proibem a
atividade em seus documentos, mas estipulam excecfes; 4) indeterminado,
paises nos quais os documentos ndo € possivel determinar com certeza se a
pesquisa € permitida ou ndo, ou seja, que ndo claros em relacdo a sua
permissibilidade; 5) e os paises considerados sem informacdes, que apresentam
documentos sem informacdes relevantes e/ou que nédo fazem referéncia explicita

a temética de edi¢cdo do genoma humano ou seu estudo.

Dos 96 paises, 56 (58%) ndo possuem politicas que abordem
especificamente o uso de embrides geneticamente modificados in vitro em
pesquisas de laboratério. Dos 40 (42%) paises restantes com informacao
relevante acerca do tema, 23 proibem esta pesquisa, sendo que 19 proibem
completamente, 4 com possiveis exce¢bes, 11 permitem explicitamente e 6
paises sdo indeterminados, como ilustrado na tabela 1.

Tabela 1. Regides do mundo e quantidade de paises que possuem politicas sobre edicao

gendmica da linha germinativa humana, nédo voltada para reproducéo.

Regido Permitem Proibem Pr0|berr1com Indeterminado Sem -
excegoes informagdes
Africa (13) 2 0 0 2 9
Americas (17) 1 (com financiamento privado no EUA) 4 2 0 10
Mediterraneo (10) 1 4 2 1 4
Europa (46) 3 10 2 2 29
Sudeste Asiatico (2) 2 0 0 0 0
Pacifico Ocidental (8) 2 1 0 1 4
Total (96) 11 19 4 6 56

Fonte: Elaborada pela autora com base em Baylis et al., 2020.

Ainda 75 dos 96 paises proibem o uso de embrides geneticamente
modificados in vitro para iniciar uma gravidez, edicdo do genoma hereditario, e
por fim 5 desses 75 paises oferecem exce¢Bes as suas proibicbes. O Brasil,

juntamente com Albania, Austria, Bahrein, Bielorrissia, Canada, Costa Rica,
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Croécia, Alemanha, Grécia, Libano, Malasia, Malta, Paquistdo, Arabia Saudita,
Suécia,Suica, Uruguai e Vaticano, sdo os 19 paises que possuem legislacao que
proibe a edicdo genética em células germinativa. Os dados aqui apresentados,
estdo contidos na tabela 2.

Tabela 2. Regides do mundo e quantidade de paises que possuem politicas sobre edigdo

gendmica da linha germinativa humana, voltadas para reproducéo.

Regido (n° de paises) Permitem Proibem Pro"bemfom Indeterminado Sem -
excegoes informagoes

Africa (13) 0 5 0 1 7
Americas (17) 0 8 2 0 7
Mediterrdneo (10) 0 8 1 0 1
Europa (46) 0 41 2 1 2
Sudeste Asidtico (2) 0 2 0 0 ]
Pacifico Ocidental (8) 0 6 0 1 1

Total (96) 0 70 5 3 18

Fonte: Elaborada pela autora com base em Baylis et al., 2020.

Em suma, nenhum pais permite explicitamente a edicdo hereditaria do
genoma humano entretanto isso nao impede que de fato a edicdo n&do ocorra, iSso
porque ha um movimento, chamado de dumping ético, pratica em que 0s
pesquisadores transferem seu trabalho para um pais sem proibicbes, sem
capacidade ou capacidade limitada de aplicar essas proibicdes. Baylis et al. 2020,
observa que isso foi visto em outros campos, como o da tecnologia de reproducao
assistida e terapias com células-tronco ndo comprovadas (ALMEIDA; RANISCH,
2022).

Tem sido apontado que a caracteristica mais saliente do cenario regulatério
atual é a falta de sélidas estruturas abrangentes de governanca global (BAYLIS et
al.,, 2020; SLOKENBERGA et al., 2019). As legislacbes se concentram em
proibicdes da modificacdo hereditaria ou da linhagem germinativa, entretanto ha
uma falta de regulamentacdo clara e especifica sobre a edicdo do genoma,
permitindo assim a existéncia de uma margem de manobra consideravel na
criacdo de mecanismos de governanca privada, liderada pelos principais donos
da tecnologia e entidades que comercializam produtos patenteados de edicao de
genoma. Assim, na auséncia de mecanismos reguladores publicos, a governanca
privada corre o risco de se tornar uma forma de tomada de decisdo ética
privatizada em uma base tecnoldgica, de forma a ndo ter debate publico,
envolvimento das partes interessadas e responsabilidade democratica
(MATTHEWS et al., 2021).
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A regulamentacdo da edicdo do genoma tem seguido até agora uma
abordagem vertical, ou seja a edicdo da linha germinativa foi proibida e/ou
restritiva sob as regras pertinentes as técnicas de reproducado assistida, enquanto
as intervengfes somaticas sdo abordadas de forma horizontal, a partir de uma
perspectiva de seguranga sob o ponto de vista farmacéutico e médico, marco
regulatorio de dispositivos e legislacdo médica. No entanto, ha aumentos de
chamadas e iniciativas propondo um quadro horizontal integrado, colaborativo e
inclusivo para ambos os casos. Mas para isso, é necessaria a existéncia de uma
estrutura multicamada de leis e regulamentos, operando em nivel internacional,
regional e nacional, criando assim uma rede de intersecdes legais e regulacoes,
necessaria em contextos como este, no qual multiplos fatores e perspectivas
devem ser envolvidos (WHO et al., 2021).

A coeréncia entre as diferentes areas do direito e a regulamentacédo sobre
edicdo de genoma seria idealmente contribuir para uma maior realizacdo material
do principio da legalidade e aumentar a seguranca juridica, e indiretamente, a
coeréncia também promove a boa governanca, conformidade e aplicagdo. E
necessario também considerar que para um futuro acordo Unico regional ou
global, deve ser considerado que por um lado teremos questdes de regulacédo da
edicdo do genoma onde ha uma pluralidade de entendimentos éticos e sociais
entre os Estados-membros, e por outro a necessidade em abordar também o
pluralismo interno de cada Estado, pois diferentes usos de uma tecnologia podem
justificar abordagens regulatorias diferenciadas (SLOKENBERGA et al., 2019).

De toda forma, para futuras discussGes e politicas acerca da temaética,
exige uma base solida de evidéncias que refletem de forma transparente e
acessivel o cenario politico global em relacdo a edicdo genbmica em células
germinativas. Além disso, dada a intensidade e riscos dos atuais debates sociais,
éticos e politicos sobre herancas da edicdo do genoma humano, € importante
estabelecer um entendimento comum dos esforcos existentes na governanca dos
paises do mundo (BAYLIS et al., 2020).
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3.3. Protocolo de Cartagena e Legislacao Nacional

De acordo com Baylis et al., o Brasil € um dos paises que possui legislagdo
que proibe a edicdo genética em células germinativa, mas nao so. A trajetéria do
que temos hoje consolidado teve inicio na década de 1990, com a causa
ambiental entrando em pauta nas agendas de diversos paises pelo mundo.
Buscando propostas mais sustentaveis, impulsionadas pela divulgacdo dos
relatorios alertando a degradacdo ambiental e os efeitos da poluicdo na saude
humana e no mundo, como o Relatério de Brundtland de 1987, diversos paises
promoveram encontros, comissdes internacionais e nacionais foram criadas
voltadas para a tematica, como a Conferéncia de Estocolmo (1972) e a
Conferéncia das Nacbes Unidas sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento,
também chamada de “Cupula da Terra”, realizada no Rio de Janeiro, Brasil
(1992). As duas foram as precursoras da formagéo da Convencéo da Diversidade
Biologica (CDB), comisséo internacional responséavel pelo controle de questbes
relacionadas a diversidade bioldgica, além de incentivarem em ambito nacional, o
surgimento de conselhos e comissbes como a Comissao Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBio) e o Conselho Nacional de Biosseguranca (CNBS)
(AGENCIA SENADO, 2006; GUIMARAES:; MORALES, 2017).

Em 29 de janeiro de 2000, durante a Convencdo sobre Diversidade
Biologica (CDB) em Montreal no Canada, o Protocolo de Cartagena sobre
Biosseguranga (PCB) foi celebrado. Entrou em vigor em novembro de 2001,
aderido pelo Brasil em setembro de 2003, sendo que atualmente € aderido por
mais de 130 paises. O Protocolo é um tratado ambiental com o objetivo de
assegurar protecdo adequada aos Organismos Vivos Modificados (OVMSs) acerca
de sua manipulacdo, empregando técnicas de edicdo genética, uso e
transferéncia, considerando os potenciais riscos e efeitos a diversidade bioldgica
e para a saude humana. Dessa forma, estdo sujeitos a regulamentacdo OVMs
destinados a uso em laboratorio, sementes no ambito de liberagdo ambiental e
alimentacdo humana e animal (AGENCIA SENADO, 2006).

No PCB, os organismos modificados sdo todos os que apresentam uma
nova combinacdo genética, diferente da que teria naturalmente, gerada pelo uso
da biotecnologia moderna. O PCB ainda define que os OVMs sdo organismos ou

entidades biolégicas com capacidade de transferéncia de seu material genético,
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inclusive virus e virdides. JA o termo Organismos Geneticamente Modificados
(OGM), foi definido pela Lei de Biosseguranca N° 8.974, da qual falaremos com
mais detalhes (SIMOES; BURNQUIST, 2010).

A formulagdo do Protocolo esta ancorada no Principio da Precaucéo?, pois
diversos paises ndo possuiam legislacdo referente a biosseguranca, e muitos
apresentavam pouco conhecimento sobre potenciais riscos e efeitos do uso de
OGMs ou OVMs na populacédo e meio ambiente. Porém, por outro lado, os paises
mais desenvolvidos ja possuiam interesse de amparo juridico para realizacdo de
possiveis experimentos, como por exemplo a pesquisa realizada pelo Instituto
Americano na Argentina em 1986 com vacinas geneticamente modificadas.
Assim, para a formulacdo do documento este € dividido em duas tematicas
principais, a primeira voltada para delimitacdo do que seria um OVMs e quais
seriam tratados no protocolo, j& a segunda sobre o controle das transferéncias de
OVMs (GUIMARAES; MORALES, 2017).

As andlises e discussoes realizadas no ambito internacional, fez com que a
adocdo do protocolo no Brasil trouxesse também para esfera nacional tais
necessidades, para que fossem de entendimento coletivo o posicionamento
brasileiro e perante os mecanismos estabelecidos no Protocolo, como seria a
regulamentacao no pais considerando questdes sociais e econbémicas locais. No
Brasil, ja havia legislagdo a respeito de OGM, isso porque em 1995 foi criada a
Lei 8.974/95 que teve como objetivo a tentativa de desenvolvimento
biotecnoldgico de forma segura assim como preservar a soberania nacional frente
a sondagem ilegal de recursos nacionais, regulamentando técnicas de engenharia
genética e liberagdo de OGM no meio ambiente (CASTRO, 2012).

A Lei 8.974/95 nao separa, de forma clara o que seriam OGM e OVM, de
maneira a se referir a todo e qualquer organismo geneticamente modificado, mas
de toda forma propde normas e mecanismos de seguranca e fiscalizacdo da
manipulacéo, cultivo, transporte, comercializacéo, liberagcdo, consumo e descarte
de OGM no Brasil, fungcdo que foi atribuida ao Instituto Brasileito de Meio
Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e Ministério do Meio Ambiente (MMA) que, a

partir de entdo, deveriam realizar todo controle, registro, fiscalizacdo e

4 O Principio da Precaucdo € a garantia contra os riscos potenciais que, de acordo com o estado
atual do conhecimento, ndo podem ser ainda identificados (MORAES, 2011).
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autorizacdo dos OGMs. Na lei, também é criada, como apoio técnico, a Comissao
Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio), que para além de assessorar o
governo federal, deveria também criar e avaliar normas técnicas e emissdes de
Certificados de Qualidade de Biosseguranca (CQB). Ainda, anterior a
implementagdo do Protocolo de Cartagena, outras normas brasileiras eram
vigorantes como o Artigo 225 da Constituicdo Federal de 1988°, que estabelece
por lei a exigéncia do Estudo de Impacto Ambiental (EIA), que vinculava a
precaucdo e analise de risco obrigatoria para qualquer OGM, e também a
resolucado N° 237 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), que exigia
licenca ambiental para introducdo de OGM no meio ambiente (BRASIL, 1997,
GUIMARAES; MORALES, 2017).

O cenério brasileiro perante discussdes ambientais, riscos e potenciais de
OGMs levou o pais a se posicionar de duas formas durante as negociacbes da
implementacdo do Protocolo, a primeira levando um forte contexto ambiental
sustentado pelo MMA para protecao da biodiversidade nacional, e outra visdo
muito forte defendendo a visdo comercial da implementacdo de OGMs por
exemplo no plantio, com havia ocorrido aprovagdo da soja Roundup Ready no
pais, mostrando assim um profundo interesse do Brasil em expandir o poderio do
agronegocio. O Brasil aderiu ao Protocolo em 2003, mas a polarizacdo entre as
visbes comercial e ambiental dos membros das comissdes e conselhos nacionais
se mantém até hoje, dificultando o funcionamento pleno da CTNBio (BARBOSA,
2004; CASTRO, 2012).

Em marco de 2005 a Lei de Biosseguranca (Lei n. 11.105/2005), revogou a
Lei 8.974/95, e renovou o regulamento que estabelece as normas de seguranca e
fiscalizacdo acerca de OGMs e seus derivados, além de criar a Comisséo Técnica
Nacional de Biosseguranca (CNBS) e reestruturar a CTNBio. Em sua versao
antiga, a Lei de Biosseguranca conflitava com a da Lei do Ambiente N° 9.605/88 o
que acabava desestimulando assim a area, mas a nova lei gerou grande salto
para a biotecnologia no pais, promovendo protecdo a vida e a saude humana,
animal e vegetal. Dessa forma, considera o uso de OGMs em atividade de

pesquisa em laboratérios, uso comercial, atividades e projetos que envolvam

5 Art. 225. Todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado, bem de uso comum
do povo e essencial a sadia qualidade de vida, impondo-se ao Poder Publico e a coletividade o
dever de defendé-lo e preserva-lo para as presentes e futuras geracoes.
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OGM como a pesquisa cientifica, desenvolvimento tecnoldgico e até mesmo para
a producdao industrial, sendo que todos devem fazer requerimento de autorizacao
da CTNBIo para o mesmo (CASTRO, 2012).

Cumpre ressaltar trés aspectos relevantes da Lei de Biosseguranga N.
11.105/2005, deles refere-se ao dispoto o Art. 4°, no qual estd clara a
necessidade de cumprimento da legislagdo vigente em casos de “formacgao e
utilizacdo de células somaticas de hibridoma animal”. Diz respeito o Art. 6°/, no
qual é explicitada a proibicado de “engenharia genética em organismo vivo ou o
manejo in vitro de DNA/RNA natural ou recombinante, realizado em desacordo
com as normas previstas nesta Lei”, bem como também a engenharia genética
em células humanas, sejam elas embrides ou zigotos, deixando declarada que a
legislacéo veta o uso de ferramentas de edicdo genética em células germinativas
até mesmo em ambito cientifico, a menos que apenas seja usada de acordo com
0 Art 5%, “células-tronco embrionarias obtidas de embrides humanos produzidos
por fertilizacdo in vitro e nao utilizados no respectivo procedimento” (MORALES,
2017). Em suma, os trés artigos revelam que € permita a realizacéo de edicdo em
células somaticas, e ilegal a modificacdo em célular germinativas, a menos que a

aplicacao seja voltada para fertilizacao in vitro.

6 Art. 4° Esta Lei ndo se aplica quando a modificagdo genética for obtida por meio das seguintes
técnicas, desde que ndo impliquem a utilizacdo de OGM como receptor ou doador:

| — Mutagénese;

Il — Formag&o e utilizagdo de células somaticas de hibridoma animal;

Il = Fusdo celular, inclusive a de protoplasma, de células vegetais, que possa ser produzida
mediante métodos tradicionais de cultivo;

IV — Autoclonagem de organismos nao-patogénicos que se processe de maneira natural.

7 Art. 6° Fica proibido:

| — Implementacdo de projeto relativo a OGM sem a manutencdo de registro de seu
acompanhamento individual;

Il = Engenharia genética em organismo vivo ou 0 manejo in vitro de ADN/ARN natural ou
recombinante, realizado em desacordo com as normas previstas nesta Lei;

IIl — engenharia genética em célula germinal humana, zigoto humano e embrido humano;

IV — Clonagem humana;

V — Destruicdo ou descarte no meio ambiente de OGM e seus derivados em desacordo com as
normas estabelecidas pela CTNBIo, pelos érgédos e entidades de registro e fiscalizagéo, referidos
no art. 16 desta Lei, e as constantes desta Lei e de sua regulamentacéo;

8 Art. 5° E permitida, para fins de pesquisa e terapia, a utilizacdo de células-tronco embrionarias
obtidas de embrides humanos produzidos por fertilizacdo in vitro e ndo utilizados no respectivo
procedimento, atendidas as seguintes condi¢cfes:
| — Sejam embrides inviaveis; ou
Il — Sejam embriGes congelados ha 3 (trés) anos ou mais, na data da publicacdo desta Lei, ou que,
ja congelados na data da publicac@o desta Lei, depois de completarem 3 (trés) anos, contados a
partir da data de congelamento.
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A Lei de Biosseguranca é mantida atualizada através da incorporacao de
Resolucdes Normativas (RN), conforme o avanco cientifico, e assim em 15 de
Janeiro de 2018 foi publicada a RN N° 16 que estabelece “requisitos técnicos para
apresentacdo de consulta a CTNBio sobre as Técnicas Inovadoras de
Melhoramento de Precisdo” ou (TIMP), do inglés Precision Breeding Innovation
(PBI), os dois termos foram empregado pela Unido Europeia para englobar
técnicas de modificacdo genética usadas para mudar de forma especifica ou pré-
determinada, regibes do genoma, sem necessariamente haver grandes
modificacdes no DNA ou transgenia. A classificacdo das TIMP também engloba
novas técnicas de melhoramento, do inglés New Breeding Technologies (NBTS), o
que inclui diversas ferramentas de como RNAI, Vetor Viral e CRISPR- Cas. O
resultado desta RN, é a expansdo do uso da CRISPR, que previamente nao

apresentava espaco para ser inserida na Lei 11.105/2005 (BRASIL, 2018).

Dessa forma, no Brasil para poder iniciar projetos/trabalhos com edicéo
genética, empregando ferramentas como a CRISPR, deve primeiramente estar
em uma instituicdo, seja ela privada ou publica, que possua uma Comissao
Interna de Biosseguranca (CIBio), que funcione como uma extensao da CTNBIo
mas de forma interna, que indicara um técnico responsavel pelos projetos
desenvolvidos. A comissao precisa depois obter o CQB, cumprindo assim todas
as normas exigidas de biosseguranca. Posteriormente a obtencéo do certificado,
0s projetos podem ser realizados, e serdo supervisionados pela CIBio.

Para garantir o cumprimento da legislacdo e prevencdo de possiveis
acidentes, depois da realizacdo dos estudos e a construcdo de um produto, &
necessaria a liberacdo do mesmo pela CTNBIo. Vale destacar que atualmente a
maioria dos produtos aprovados séo plantas, voltadas para o agronegdcio como
variedades transgénicas de soja e milho, mas ha também produtos como vacinas
e microorganismos autorizados, como o caso da modificagdo do mosquito macho
do Aedes aegypti criado para acasalar com fémeas da espécie e somente gerar
novos machos, que ndo picam ou transmitem doencas, sendo um novo metodo
de prevencdo e controle do inseto e consequentemente das doencas que ele
transmite, dengue, zika, chikungunya e febre amarela (GATTI, 2021; BRASIL,
2006).

69



No Brasil, a area da saude emprega a CRISPR- Cas em diversos estudos
que vao do tratamento do cancer a doenca de chagas, estudando a
caracterizacdo funcional de proteinas em diferentes fases do ciclo de vida do
Trypanosoma cruzi. A grande variedade de testes existentes se da pela
adaptabilidade de uso, facilidade do emprego e acesso a técnica, que incentiva
estudos exploratorios, e assim avanco de varias frentes e temas voltados a saude
humana, como a pesquisa voltada para a diminuicdo da rejeicdo de
xenotransplantes transplante de 6rgdos entre porcos e humanos, por meio do
silenciamento dos trés principais genes conhecidos causadores dessa reacao,
realizado pelo Centro de Pesquisas sobre o Genoma Humano e Células-Tronco
(CEGH-CEL) da USP (DELLAIRE, 2020).

3.4. Considerac0es finais do capitulo 3

O avanco cientifico acerca da edicdo genética, permite explorar ainda mais
suas potencialidades, aumentando a eficacia e rapidez dos processos de edicéo,
garantindo maior abrangéncia de seu emprego por ser uma ferramenta mais
precisa e segura, sendo utilizada para desenvolvimento de vacinas, estudo de
doencas em ampla escala, desenvolvimento de novas terapias como a génica,
criacdo de kits diagnostico, como o teste rapido da COVID-19 e muitos outros. E
qguase indiscutivel os beneficios do emprego da CRISPR- Cas na area da saude,
entretanto sem a devida legislacdo e controle, o uso da mesma pode causar
grande risco, como 0 polémico caso dos bebés chineses, que além de um grave

ataque a bioética, fere a Declaracao de Direitos Humanos, como visto.

A edicdo genética apresenta também potencial uso do ponto de vista
mercadologico como uso da CRISPR- Cas para “melhoramento genético”. Se
caso ndo forem bem estudados e discutidos, de forma rapida e séria forem
legislados, a ferramenta pode acabar caminhando para beneficiar caracteristicas
como suposto aumento da inteligéncia cognitiva, definicdo de altura do individuo,
seu tom de pele, cabelos e olhos e afins. Esses usos, apresentam altissimo valor
comercial, e novamente além de ferir diversos fundamentos bioéticos, apresentam
grande impacto social incentivando a eugenia, ditando e incitando qual seria a

classe, cor e género o que seriam 0s seres humanos “melhorados”.
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O anuncio da edicdo genética nas gémeas chinesas, foi estrondoso e
colocou a legislacéo, fiscalizacdo e ética do pais em cheque. Entretanto, o caso
foi apenas reflexo da lentiddo, falta de integracdo e atualizacdo entre a area
juridica e bioética, permitindo assim que em situa¢cdes como essa as autoridades
estivessem desprovidas de aparatos legais para conter e julgar um caso como
este. As consequéncias desse episddio foram um bombardeio de noticias, muitas
com teor sensacionalista frente o caso e a CRISPR- Cas, gerando histeria e
desconfianca da populagdo com a técnica desenvolvida. Por parte da comunidade
cientifica, o sentimento n&o foi diferente o que incentivou a discussao da tematica
em eventos, como 0 Summit, congressos e a criagcdo de um documento como a
moratéria de edicdo do genoma hereditario, 0 que nos leva a entender como a
legislagdo mundial hoje olha para a tematica, e o quanto estamos e nao

respaldados por ela.

Do ponto de vista legal, atualmente nenhum pais no mundo permite a
edicdo gendmica da linha germinativa oficialmente, isso porque dos 106 paises
estudados por Baylis et al., 2020, 26 paises estdo entre os que proibem com
excecgOes, sao indeterminados ou que nem mesmo informagdes sobre esse tipo
de atividade, num geral, ha brechas nas lei para que esse tipo de procedimento
ocorra, mas nenhum deliberadamente o permite. Por outro lado, para uso
cientifico, de estudo que se enquadra em atividades de edicdo gendbmica nao
voltadas para reproducado, dos 106 paises, apenas 11 permitem. O Brasil, como
comentado anteriormente, possui a Lei de Biosseguranca n. 11.105/2005 e,
posteriormente, com o advento da Resolu¢do Normativa N° 16, de 15 de janeiro
de 2018, pela primeira vez surgiu a possibilidade da adocdo desta técnica,
legitimando a realizacdo de pesquisas, até mesmo o0 uso da CRISPR- Cas em

especifico, em linhagens ndo germinativas.

Por fim, é importante trazer a baila prés e contras do uso da CRISPR. Em
relacdo aos pros ha diversos potenciais beneficios a saude como tratamento e
possivel cura de doencas, no campo da pesquisa, maior abrangéncia, eficacia e
facilidade em estudos envolvendo DNA, desenvolvimento de vacinas, tendo
espagco também para melhoramento de plantas, aumentando sua resisténcia,
realizando controle de espécies invasoras nocivas, pesticida reverso e resisténcia

a herbicidas em insetos e plantas daninhas, por exemplo (YANG, et al., 2021).
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Ainda uma das vantagens da ferramenta é sua simplicidade para atuar em
regides especificas, isso porque apesar de diversos testes para otimizacdo da
técnica para que assim atinja o alvo correto, tudo o que é necessario fazer é
projetar e solicitar os novos RNAs guia. A CRISPR- Cas & também muito
conhecida por ser eficaz, 0 que aumenta sua utilizagdo em pesquisas e trabalhos,
servindo como incentivo da divulgacdo da mesma e facilitacdo para reproducéo

de estudos realizados e ainda mais consolidacéo da ferramenta (KHAN, 2019).

Do ponto de vista técnico, como pontos contrérios, seria a dificuldade inicial
para configurar do zero os primeiros experimentos, iSSO porque € necessario um
protocolo especifico e otimizado para cada experimento e esse tipo de
procedimento pode ser trabalhoso e desafiador. Outro ponto importante € a
eficiéncia do experimento, em que é descrito essencialmente a porcentagem de
células que foram editadas com sucesso em seu recipiente de cultura, e qualquer
efeito sutil de sua edi¢cdo pode ser mascarado pelas células ndo editadas em sua
populacdo, mesmo que existam maneiras de evitar isso, como usando
marcadores de selecao. Além desses a acao fora do alvo, criando mutacdes em
outras partes do genoma de forma aleatdria, pode influenciar genes ou regiées do
genoma em si que podem gerar consequéncias potencialmente arriscadas e,
principalmente, ndo mapeadas. Como muito foi comentado, a questdo da edicao
de células germinativas € um assunto extremamente delicado, assim como suas
consequéncias e também potenciais usos para armas bioldgicas (JAVAID et al.,
2022).

CONCLUSAO

O objetivo das consideracdes levantadas neste trabalho sdo fomentar o
debate e discussdes acerca da edicdo do genoma humano usando a CRISPR-
Cas. Aqui foi abordado o tema em trés verticais, no campo da genética, bioética e
no campo legislativo, além de trazer uma breve revisdo sobre os conceitos
basicos necessarios para compreensdo do conteudo apresentado. Através da
perspectiva genética, foi possivel ter panorama da origem da area, passando pelo
seu surgimento, principais marcos e pontos de desenvolvimento relevantes até
chegar ao registro da descricdao funcional da CRISPR-Cas, tendo sido

apresentadas também as quatro principais técnicas de edicdo do genoma, e por
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fim, aprofundamento da histéria, funcionalidade e aplicabilidade da CRISPR em
Si.

Através da bioética, foi possivel fazer o levantamento histérico dos seus
precursores e conceitos fundamentais que levaram a formacgéo, primeiramente, da
bioética principialista, que tem como pauta principal na relagdo entre médico e
paciente, mas que com sua divulgacdo principalmente chegando aos paises
periféricos, precisou ser desenvolvida para assim possuir arcabouco frente as
novas questbes e reflexbes contemporaneas, se adaptando e expandindo,
formando assim a bioética de intervencdo. Foram também apresentadas as
declaracbes que regem a bioética de forma global, através do estudo da
Declaracédo dos Direitos Universais pela Unesco e a Declaragdo Universal sobre
Bioética e Direitos Humanos, possibilitando assim abrir a discussdo e
entendimento de como a edicdo genética, principalmente a do células
germinativas, pode impactar ndo s6 as proximas geracdes, mas a estrutura social
e econdmica em ambito geral. Uma vez que temos ciéncia dos direito humanos e
principios bioéticos, é possivel comecar a discutir as consequéncias e impactos,
que a tecnologia, seu desenvolvimento e uso apresentam em nOSSO contexto

atual e futuro.

Do ponto de vista legislativo, a partir do caso da edicdo do genoma
humano que infringiu diversos preceitos bioéticos, foi realizado um estudo mais
aprofundado de outros casos nos quais houveram o uso da ferramenta CRISPR-
Cas tanto para edicdo de células germinativas quanto somaticas. Como
desdobramento desses casos, sugiu a moratéria da edicdo do genoma
hereditario, proposta por uma parcela da comunidade cientifica envolvida em
féruns e discussdes acerca do uso da CRISPR, para paises, demais foruns e até
mesmo para outros académicos. A moratdria, ndo foi o primeiro documento ou
acao que apresentou intencdo de assegurar as formas corretas de uso da
CRISPR e demais ferramentas de edicdo, e assim, no ambito nacional e
internacional foram levantadas o status das legisla¢des vigentes, com objetivo de

entender também suas perspectivas futuras.

Por fim, apesar do fato de que a CRISPR- Cas enfrenta varios obstaculos
regulatérios e sociais, as aplicacdes potenciais ndo podem ser ignoradas. A

mesma, pode melhorar significativamente nossa compreensao das doencas em
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nivel genético, ao mesmo tempo em que oferece novos horizontes para o
tratamento e outras aplicacbes de pesquisa. H4 uma grande necessidade de
absorcdo da tecnologia CRISPR-Cas em varias frentes que inclui a participacéo
de especialistas das éareas étcnica, social, religiosa, legislativa e tecnolbgica
fundamentais para discutir e desenvolver a mesma de forma consciente e
consistente. A ferramenta promove muitas iniciativas éticas e sociais, ndo s6 do
ponto de vista humano, mas também para 0 meio ambiente, assim as avaliacdes
de risco para preocupacdes ecoldgicas, ambientais e legislativas também devem
ser realizadas, necessitando dessa forma pluralidade de visdes e envolvimento de

diversos setores da comunidade para seu desenvolvimento saudavel.
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