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Resumo

A técnica CRISPR-Cas9 tem sido bastante estudada ultimamente e tornou-se uma ferramenta revolucionaria no
campo da genética, principalmente nas edicdes e terapias. Trata-se de um mecanismo de defesa encontrado nas
bactérias que cliva um pedaco de DNA especifico do bacteriéfago e agrega-o no DNA da prépria bactéria. Ao estudar
0 comportamento e a eficicia desta técnica nas bactérias, cientistas promoveram estudos para a utilizagdo em
laboratério e descobriram que poderia ser usada para a edi¢do genética de forma geral, mais precisa e barata. O maior
desafio da utilizacdo da CRISPR-Cas9 encontra-se na praticabilidade da técnica em seres humanos visto que existe o
risco do mau uso para fins egoistas que possam trazer um desequilibrio enorme na sociedade. O objetivo deste
trabalho é apontar o progresso positivo da terapia génica e o impacto positivo de uma nova técnica inovadora capaz de
trazer grandes beneficios devido sua simplicidade em trabalhar numa larga escala de genomas, facilitando a prevengéo
de doengas genéticas inatas ou adquiridas. Foi feito um levantamento bibliografico de artigos de até 05 anos atras
em plataformas de pesquisa, tanto em lingua inglesa quanto em lingua portuguesa. Concluiu-se entdo que a terapia
génica traz enormes beneficios para a sociedade em geral se usada legalmente aprovada, regulada e monitorada,
visando o bem-estar e a satide das populagdes.

Palavras-chave: CRISPR/Cas9; Edi¢do genética; Terapia génica; Bioética.

Abstract

The CRISPR-Cas9 technique has been widely studied lately and has become a revolutionary tool in the field of
genetics, especially in editions and therapies. This is a defense mechanism found in bacteria that cleaves a specific
piece of DNA from the bacteriophage and aggregates it into the bacteria's own DNA. By studying the behavior and
effectiveness of this technique in bacteria, scientists carried out studies for use in the laboratory and found that it
could be used for gene editing in a general, more accurate and cheaper way. The biggest challenge in using CRISPR-
Cas9 lies in the practicality of the technique in human beings, since there is a risk of misuse for selfish purposes that
could bring a huge imbalance in society. The objective of this work is to point out the positive progress of gene
therapy and the positive impact of a new innovative technique capable of bringing great benefits due to its simplicity
in working on a large scale of genomes, facilitating the prevention of innate or acquired genetic diseases. A
bibliographic survey of articles from up to 05 years ago was carried out on research platforms, both in English and in
Portuguese. It was then concluded that gene therapy brings enormous benefits to society in general if used legally
approved, regulated and monitored, aiming at the well-being and health of populations.

Keywords: CRISPR/Cas9; Genetic edition; Gene therapy; Bioethic.

Resumen

La técnica CRISPR-Cas9 ha sido ampliamente estudiada dltimamente y se ha convertido en una herramienta
revolucionaria en el campo de la genética, especialmente en ediciones y terapias. Este es un mecanismo de defensa
que se encuentra en las bacterias y que escinde un fragmento especifico de ADN del bacteri6fago y lo agrega al ADN
de la propia bacteria. Al estudiar el comportamiento y la efectividad de esta técnica en bacterias, los cientificos
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Ilevaron a cabo estudios para su uso en el laboratorio y encontraron que podria usarse para la edicion de genes de una
manera general, mas precisa y méas barata. EI mayor desafio en el uso de CRISPR-Cas9 radica en la practicidad de la
técnica en los seres humanos, ya que existe el riesgo de un mal uso con fines egoistas que podria traer un gran
desequilibrio en la sociedad. El objetivo de este trabajo es sefialar el avance positivo de la terapia génica y el impacto
positivo de una nueva técnica innovadora capaz de aportar grandes beneficios por su sencillez en el trabajo a gran
escala de genomas, facilitando la prevencion de enfermedades genéticas innatas o adquiridas. enfermedades. Se
realiz6 un relevamiento bibliografico de articulos de hasta hace 05 afios en plataformas de investigacion, tanto en
inglés como en portugués. Luego se lleg6 a la conclusidn de que la terapia génica aporta enormes beneficios a la
sociedad en general si se utiliza legalmente aprobada, regulada y monitoreada, con el objetivo del bienestar y la salud
de las poblaciones.

Palabras clave: CRISPR/Cas9; Edicién de genes; Terapia génica; Bioética.

1. Introducéo

A terapia genética, a edicdo e manipulacdo do genoma humano, a ativacao, inibicdo, reparo ou correcdo de um l6cus
do DNA e a possibilidade de curar doencas genéticas que antes se achavam impossiveis, com o avanco da tecnologia, ciéncia e
medicina tornam-se cada vez mais reais, principalmente com a descoberta da ferramenta CRISPR-Cas9 encontrada em
bactérias como defesa contra elementos invasores (Lins et. al, 2018).

Em suma, tal ferramenta permite fazer a substituicdo de elementos da cadeia de DNA por outros, corrigindo erros
genéticos ou inserindo caracteres benéficos, inibindo determinado c6don ou o ativando, segundo o desejo do aplicador (Ramos,
2016; Sganzerla & Pessini, 2020). Foi primeiramente encontrado como um mecanismo de defesa nas bactérias como a
Streptococcus Pyogenes, onde seu sistema imunoldgico adaptativo detecta o DNA viral e envia a enzima Cas9 que
precisamente cliva e degrada esse DNA invasor, agregando ao DNA da propria bactéria em repeticdes palindrémicas curtas,
agrupadas e regularmente interespacadas (CRISPR, em inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) (Le
Rhun et. Al, 2019).

Assim sendo, com a CRISPR-Cas9 é possivel alterar a informacéo genética, promover um reparo de um gene mutado
causador de uma doenca, modificar de forma precisa genes de organismos além do ser humano, como insetos, plantas, répteis,
peixes, e reverter os sintomas de doenga em um ser vivo (Gonzaga e Ramos, 2018). O aprofundamento de estudo e ensaios por
parte da comunidade cientifica debaixo da boa pratica da ética no que tange edicdo de genoma humano, pode vir como um
efeito extremamente benéfico para a sociedade, principalmente para os que sobrevivem de medicamentos e terapias
dispendiosas por possuir doenga incuravel. A exemplo, estudos estdo sendo feitos acerca da possibilidade, aplicabilidade
clinica e eficacia da CRISPR-Cas9 para o tratamento da anemia falciforme e que ja é possivel constatar um grande potencial
no uso desta técnica para o tratamento, possibilitando ndo s6 um tratamento para anemia falciforme, mas visando sempre a
melhoria da sociedade e aqueles que ndo possuem condicGes financeiras para suportar o fardo de se manter vivo com o peso de
outras doencas (Mataveia, 2020). Isso auxilia no desenvolvimento de tecnologias avancadas a servi¢o da satde publica para o
bem-estar social e marca uma nova etapa da ciéncia e medicina, permitindo grandes avancos da engenharia genética. O grande
desafio que a CRISPR-Cas9 tem que superar é a questdo de qual o limite que engenharia genética pode interferir no ser
humano, o que fere diretamente na bioética.

A bioética surgiu das preocupacdes inerentes ao futuro das biotecnologias que avancam cada vez mais, juntamente
com o crescimento da ciéncia e a ampliagdo do conhecimento, colocando em risco a prépria vida na terra. Nao ha como negar
que, em nome da ciéncia, varias pessoas fizeram experimentos em seres humanos, e coube a bioética limitar essas acles
e apresentar os dilemas filoséficos a respeito do valor do ser humano (Nascimento, 2020). Apesar de todo entusiasmo, a
referida técnica ndo corrobora com a maioria das questdes da bioética, e faz-se necessario clarificar todo o mecanismo de

utilizacdo para poder progredir (Dias & Dias, 2018).
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Dentro da biomedicina, geneticistas e bidlogos moleculares vem trabalhando com edicdo genética (com
desenvolvimento de novas técnicas mais seguras), com aconselhamento, terapias génicas e estudos clinicos (Fernandes, 2020).
O profissional biomédico, como cientista e pesquisador, possui um grande potencial no desenvolvimento da CRISPR-Cas9
devido ao seu enorme conhecimento sobre biologia molecular, genética, biosseguranca e bioética, podendo trabalhar em
laboratorios de pesquisa de engenharia genética e biologia molecular e agregando ideias que possam ser eficientes para novas
formas de utilizacdo da edicdo genética (Barboza et. al, 2020). O que motivou a escolha do tema foi a possibilidade de criar
uma sociedade em que pessoas ndo tenham mais doencas incuraveis, sendo rejeitadas e muitas das vezes prejudicadas pela
prépria sociedade. Baseado nisso, 0 objetivo geral do presente estudo trata-se de explanar o uso positivo da CRISPR-Cas9 em

suas implicag@es legais, histdrico e esperanca para um futuro em que edicdo de genes seja algo favoravel, saudavel e aceitavel.

2. Metodologia

A metodologia usada para a realizagdo deste trabalho foi baseada revisdo integrativa de literatura em artigos
cientificos em plataformas de pesquisas como Scielo, Google Académico, BDTD, SIBI e Pubmed. Dentre as palavras chaves
utilizadas sdo CRISPR/Cas9, Edicéo genética, Terapia génica, Etica e bioética. A documentacio de todos esses dados foi em
estudos recentes de até 05 anos atras (2016-2021) em artigos de lingua portuguesa e inglesa, e em publica¢Bes antigas com
materiais de extrema importancia.

De acordo com Mendes et. al (2019), a revisdo integrativa “[...] possibilita a sintese de conhecimento sobre 0 tépico
de interesse delimitado na &rea da salde, a qual pode contribuir com recomendag8es pautadas em resultados de pesquisas para
a pratica clinica, bem como na identificacdo de lacunas do conhecimento direcionando o desenvolvimento de pesquisas
futuras.” Basicamente, a revisdo integrativa da literatura é um método que permite uma sinopse de informagdo ampla sobre um
determinado tema e a assimilacdo dos resultados de estudos significativos na pratica. E um método que agiliza e viabiliza a
incorporagdo das evidéncias (Sousa et. al, 2017).

A revisdo integrativa de literatura é mais eficaz pois fornece informagdes importantes sobre a investigacdo atual de
um topico e pode recomendar diregdes futuras de pesquisa, diminuindo a ocorréncia de desvios (Cronin e George, 2020). E
interessante dizer que a diversidade na composicdo de uma amostra utilizando a revisdo integrativa fornece uma exposicéo
completa de conceitos, teorias, problemas e conclusGes ao objeto de estudo escolhido, proporcionando um olhar mais cientifico
no trabalho.

3. Resultados e Discussao

Conforme citado antes, 0 mecanismo CRISPR-Cas9 proveio de estudos de defesas das bactérias contra DNA invasor
onde a enzima Cas9, que é responsavel por clivar o DNA, recebe ordens de uma colecdo de sequéncias de DNA chamadas
CRISPR para, juntamente com um RNA guia, formar um complexo e ir até ao sitio exato realizar a edi¢do (Lins et. al, 2018).
Parte do material genético do invasor é preservado em forma de memdria e se a bactéria sofrer um novo ataque pela mesma
espécie de invasor, 0s sistemas de defesa, juntamente com o mecanismo CRISPR-Cas9, identificam e degradam o invasor de
forma mais rapida (Reis et. al 2020). Apesar de ter sido descoberta nos anos 80, foi apenas no ano de 2012 que duas
pesquisadoras, Jennifer Doudna e Emmanuelle Charpentier, elucidaram o uso do mecanismo e sugeriram que poderia ser usado
para edicdo de genomas, tornando CRISPR-Cas9 a ferramenta mais utilizada para edicdo de genes em praticamente quase
todos os laboratérios de biologia molecular do mundo, em apenas poucos anos (Dounda e Charpentier, 2020). Segundo You et.
al (2019) “[...] o sistema CRISPR-Cas9 pode ser aproveitado para estudar mecanismos moleculares no processo de génese e
progressdo da doenca e, mais significativamente, para remediar ou corrigir mutacfes genéticas causadoras de doengas para

aplicagBes translacionais clinicas em grandes doencas humanas, especialmente cénceres”. Assim sendo, tem-se ndo s6 uma
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ferramenta para tratamento e pesquisa, como também um objeto de estudo para clarificar mecanismos de diversas doengas
complexas, 0 que garante uma versatilidade mais abrangente ainda.

Com a expansdo de possibilidades na utilizagdo da CRISPR-Cas9, houve um aumento consideravel de estudos
direcionados a exploragdo profunda sobre a aplicabilidade da técnica e a prépria funcionalidade dela. Como por exemplo,
existem buscas para a reducdo dos Efeitos Fora do Alvo (OTEs, do inglés, Off-target effects) e outros erros durante
experimentos na edi¢cdo de genomas (Kimberland et. al, 2018), juntamente com o levantamento de ferramentas para previsdo
de atividade da CRISPR-Cas9 afim de melhorar sua precisdo (Wilson et. al, 2018), e até criacdo de variantes de —cas9
projetadas, como a sniper-cas9 (Lee et. al, 2018) e as variantes SpG e SpRY (Walton et. al, 2020). Ha que destacar as
investigacGes feitas acerca dos requisitos diferentes de sequéncia do Motivo Adjacente de Protoespagador (PAM, do inglés,
protospacer adjacent motif), que funciona como um identificador molecular para a enzima Cas9 se agarrar e € um componente
de direcionamento essencial que distingue o proprio DNA bacteriano do ndo préprio (Gasiunas et. al, 2020). Tudo isso
contribui para um melhor entendimento dos atributos fundamentais que ainda permanecem incertos, colaborando para a
confiabilidade da utilizacdo em laboratérios, divulgacdo dos atributos benéficos da terapia génica e melhorias das ferramentas
baseadas em —cas9 para edi¢do genética (Peng et. al, 2016).

Juntamente ao entusiasmo crescente no meio cientifico sobre as possibilidades “até-agora-infinitas” da CRISPR-Cas9,
houve um aumento de bibliografias direcionadas a cura de doengas, o que ndo é novidade visto que, em primeira instancia, as
modificacbes genéticas em animais e individuos sdo priorizadas para esse mesmo fim. Assim, o aumento exponencial de
revisOes bibliograficas e pesquisas em campo sobre a utilizagdo da CRISPR-Cas9 na inibicdo, ativacdo ou modificacdo de
genes para o tratamento ou fortalecimento do sistema de defesa do organismo é fortemente notdrio no meio académico. No
tratamento do HIV (Nogueira, 2021), por exemplo, j& é possivel afirmar que a utilizagéo da técnica diminui a carga viral até a
eliminagdo do virus latente, auxiliando no fortalecimento de uma possivel reinfeccdo. Gragas a pesquisas como essa, que foi
possivel descobrir que, ao inviabilizar o receptor CCR5, é possivel adquirir imunizagdo contra o virus HIV desde o embrido. A
técnica que edi¢do gendmica permitiu também a capacidade de corre¢do da mutagdo que causa anemia falciforme, emergindo
como tratamento promissor para tal doenga (Mataveia, 2020; Ferreira e Gouvéa, 2018). No tratamento contra o céncer, a
CRISPR-Cas9 fornece “[...] uma tecnologia eficiente para dissecar mecanismos de tumorigénese, identificar alvos para o
desenvolvimento de medicamentos e, possivelmente, preparar células para terapias baseadas em células.” (Zhan et. al, 2019),
porém exigird uma investigacdo experimental vasta para compreender totalmente os mecanismos bioldgicos subjacentes as
muitas interacOes genéticas. Até para o tratamento da Diebetes Mellitus tipo | os estudos constataram um futuro promissor para
0 tratamento e cura com a utilizacdo da CRISPR (Silva et. al, 2020). Pode-se concluir que a solugdo para as doengas que até
entdo eram vistas como incuraveis comegaram a mostrar sinais de esperanga de tratamento e cura gragas a praticidade e
eficiéncia da CRISPR-Cas9 na terapia génica. A investigacdo profunda deste tema gera cada vez mais inspiracdo para novos
trabalhos a ser realizados. O grande percal¢o disto tudo é a questdo da bioética.

De acordo com Renata Ferrari (2019), a bioética ¢ “um o estudo sistematico das dimensdes morais — incluindo visao
moral, decisdes, condutas e politicas — das ciéncias da vida e atencdo a salde, utilizando uma variedade de metodologias éticas
em um cenario interdisciplinar.” Trata-se do exercicio positivo de investigacdes e intervencdes na sadde publica e global para a
apuragdo de estudos voltados para a ciéncia clinica (Ferreira e Felipe, 2019). Por ser voltada para as boas préaticas legais das
pesquisas em saude publica, a bioética diverge especialmente na area cientifica que mais constata desenvolvimento: a genética,
sobretudo no que se refere a qualquer modificagdo de genes humanos para prevencdo ou tratamento de doencas. O foco
particular dos pesquisadores nesse quesito é a persisténcia de assegurar que os beneficios sejam superiores aos provaveis
maleficios da engenharia genética (Vieira et. al, 2020). A maior preocupacdo centra-se nas proprias aplicacdes que uma

tecnologia capaz de alterar o genoma humano consegue fazer, e particularmente se for pensar que a supressdo de genes
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maléficos seja apenas uma desculpa para algo muito pior, 0 que trouxe de volta para a atualidade o longo debate sobre o
melhoramento genético humano. (Santalo, 2019; Bergel, 2017). As questdes futuristicas sobre uma sociedade utépica com
seres humanos perfeitos deixaram de ser mera imaginagdo e esta cada vez mais perto da nossa realidade principalmente com o
avanco tremendo da engenharia genética proporcionado pela CRISPR-Cas9 e a suposi¢do da criagdo de “super-humanos”, com
a exclusdo notoria daqueles que ndo sdo modificados. Ainda assim, é inegavel o potencial benéfico que tudo isso até agora
trouxe, representando um grande marco para a pesquisa e para a humanidade (Costa & Campos, 2021), pois a terapia génica
deu um salto enorme para a frente com um arsenal cada vez maior.

A terapia génica ¢ “um procedimento destinado a introduzir em um organismo genes selvagens para substituir genes
mutados, através do uso de técnicas de DNA recombinante” (Castro, 2020). E um melhoramento genético em que um gene
normal substitui um gene anormal causador de doenga, onde a ferramenta de edicdo genética que mais se destaca é a CRISPR-
Cas9 cujo desenvolvimento até os dias de hoje vem trazendo enormes beneficios de valor cientifico no campo terapéutico
(Belo et. al, 2020). De acordo com Gongalves et. al (2017) os “sucessos pontuais ja solidificam a viabilidade de tratamentos
por terapia génica na préatica clinica, sendo uma forma alternativa para pacientes com doengas congénitas ou desordens
monogeénicas e cancer, especialmente quando as intervengdes farmacoldgica ou cirirgica ndo apresentam bons resultados”. Os
estudos recentes mostram que cada vez mais cresce o nimero de pesquisas de alelos causadores de doencas em seres vivos
utilizando a CRISPR-Cas9, aumentando a esperanga para o futuro da terapia génica (Savi¢ & Schwank, 2016). Com a grande
dificuldade para curas de doengas genéticas no mundo, a terapia genica juntamente com sistema da CRISPR-Cas9 e a evolucéo
da tecnologia, vem se transformando no futuro do tratamento de diversas patologias, e com isso, passa a ser bastante promissor
para o tratamento de diversas doencas, além da sua utilizacdo em outras areas que sdo de grande necessidade da humanidade
(Sganzerla e Pessini, 2020).

No Brasil, a realidade da terapia génica mostra que mesmo tendo ja passados mais de duas décadas desde a aprovagdo
do primeiro teste genético, ainda ndo foram obtidos resultados satisfatorios. Ainda assim, a esperanca é 0 sucesso da
transferéncia e correcdo de genes, beneficiando a sociedade e renunciando aos procedimentos terapéuticos atuais ineficazes ou
até mesmo inexistentes (Rabelo e Janior, 2018). A conclusdo mais pacifica que os pesquisadores e a bioética puderam chegar
foi a de haver uma concordancia entre o biodireito e a terapia génica a luz do conhecimento da sociedade, pois sera a futura

geracdo que sofrera as consequéncias das posi¢des que sdo tomadas hoje (Macedo, 2020; Pires, 2021).

4. Conclusao

A CRISPR-Cas9 ¢, portanto, uma técnica importantissima para o futuro das edi¢cBes genéticas e terapias génicas,
capaz de revolucionar toda a ciéncia com uma tecnologia que estd ao alcance e que pode trazer indmeros e inimaginaveis
beneficios para a medicina. Apesar da sua simplicidade e eficiéncia sendo cada dia mais e mais comprovadas, 0s riscos do mau
uso sdo iminentes e ndo podem ser ignorados pelo simples entusiasmo cientifico de uma “cura para tudo”. Ndo ha como
ignorar o iminente risco de ocorrer um desbalanceamento sem precedentes na sociedade caso haja desregulamentagéo ou
acesso ilimitado as tecnologias da edigdo de genes. O controle legal e a viabilizacdo da reprodutibilidade em laboratérios de
pesquisa brasileiros, amparados e supervisionados por leis eficientes, podem mostrar resultados benéficos no avanco cientifico
do pais, que se encontra ja em desvantagem em relacdo a outros paises no quesito de edi¢fes genéticas. Com isso, precisa-se da
interacdo positiva e saudavel interdisciplinar da bioética, direito, biomedicina e genética, para 0 avanco benéfico da terapia
génica tanto no Brasil quanto no mundo, abandonando as técnicas rudimentares, dispendiosas, ineficazes e de conclusao
indeterminada que a farmacoterapia tém a oferecer a pacientes de doencas congénitas e relacionados.

Considerando as questdes apresentadas nas publicagGes e as hipoteses levantadas, faz-se necessario cada vez mais a

exploragdo deste assunto em revisdes integrativas, pesquisas bibliogréaficas e pesquisas de campo para despertar a populacao
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cientifica o efeito benéfico que a terapia génica tem a oferecer, mediante as investigacdes ja realizadas que cumprem as

medidas e diretrizes da bioética.
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