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RESUMO

O descobrimento da técnica CRISPR-Cas9 representou um grande avancgo na histéria da biotecnologia
e medicina, trazendo grandes evolugdes para a pesquisa genética e tratamento de doencas, incluindo
disturbios genéticos. O método se destaca pelo baixo custo e precisdo na edigao do genoma, entretanto,
ainda levanta questdes éticas e preocupacdes sobre possiveis erros. Esta pesquisa teve como objetivo
revisar a literatura sobre a tecnologia CRISPR-Cas9, explorando seus principios, aplicacdes em medicina
e ciéncia, e seus limites éticos. Neste estudo, foi realizado uma revisdo narrativa, utilizando as bases de
dados SciELO, PubMed, ScienceDirect e Google Académico, com artigos de 2014 a 2023, levantando a
exploragdo do CRISPR-Cas9, suas aplicagbes terapéuticas em doengas complexas, como a
manipulacédo de genes relacionados ao cancer e os desafios existentes quanto a entrega eficiente da
técnica, bem como as questdes éticas, as quais trazem implicagdes sobre a edigdo de genes na linhagem
germinativa, com implica¢des para futuras geracdes. De modo geral, é descrita como uma “tesoura
molecular”’, que permite a sec¢dao de duas fitas da dupla hélice do DNA através da enzima Cas-9,
possibilitando a insergdo de um novo trecho, a substituicdo de elementos na cadeia de DNA ou a corre¢ao
de erros genéticos. O caso do cientista He Jiakui, o qual criou bebés geneticamente modificados,
evidenciou a necessidade de regulamentacdes éticas rigorosas. Considerando a analise apresentada, é
uma técnica com grande potencial, a qual promete grande eficiéncia em seus resultados, porém, traz
consigo uma série de inquietacde séticas.
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ABSTRACT

The discovery of the CRISPR-Cas9 technique represented a significant breakthrough in the history of
biotechnology and medicine, bringing major advancements to genetic research and the treatment of
diseases, including genetic disorders. The method stands out for its low cost and precision in genome
editing, yet it still raises ethical questions and concerns about potential errors. This research aimed to
review the literature on CRISPR-Cas9 technology, covering its principles, medical and scientific
applications, and ethical boundaries. In this study, a narrative review was conducted using the SciELO,
PubMed, ScienceDirect, and Google Scholar databases, with articles from 2014 to 2023, exploring
CRISPR-Cas9, its therapeutic applications in complex diseases, such as the manipulation of cancer-
related genes, and the existing challenges regarding the efficient delivery of the technique, as well as
ethical issues, which have implications for gene editing in the germline, with implications for future
generations. Generally, it is described as a "molecular scissors" that allows the cutting of two strands of
the DNA double helix through the Cas-9 enzyme, enabling the insertion of a new segment, the
replacement of elements in the DNA chain, or the correction of genetic errors. The case of scientist He
Jiankui, who created genetically modified babies, highlighted the need for strict ethical regulations.
Considering the presented analysis, it is a technique with great potential, promising high efficiency in its
results, but it brings with it a series of ethical concerns.
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INTRODUCAO
A descoberta da técnica CRISPR-Cas9 foi um marco na historia da biotecnologia

e medicina (Sganzerla et al., 2020). O método tem demonstrado ser verdadeiramente



revolucionario, exibindo um amplo potencial para pesquisa e medicina genética,
proporcionando esperanca para o tratamento de inumeras doencgas, como disturbios
genéticos raros, bem como doengas complexas, como o cancer. Sua precisao na leitura
e edicao do genoma, com baixo custo, tendo em vista a tecnologia de edicdo genética,
pode resolver problemas genéticos de longa data, evitando-os. Assim, essa técnica
abre inumeras possibilidades para a solu¢cdo de desafios que anteriormente eram
considerados irreversiveis. Porém, visto os inumeros riscos, a possibilidade de erros &
alarmante, sobretudo quanto a ética (HUPFFERet a/., 2020).

E dito como tesoura molecular, por ser capaz de seccionar duas fitas da dupla
hélice do DNA através da enzima Cas-9, possibilitando a inser¢cédo de um novo trecho
(SGANZERLA et al., 2020).

Foi nos anos 80 que o pesquisador Ishino, juntamente a seus colaboradores
observaram uma sequéncia especifica do gene /ap presente na bactéria Escherichia
coli, onde encontraram uma estrutura inusitada. Apods isto, identificaram repeticdes
semelhantes através do sequenciamento aleatério de todo o genoma em outras
numerosas bactérias. Essas sequéncias de repeticdo agrupadas e regularmente
interespacadas por sequéncias interativas unicas de comprimento constante, foi
nomeada de “Short Regular Spaced Repeats (SRSRs)” (LINS et al., 2018).

Desta forma, o nome CRISPR refere-se a uma segdo de DNA em bactérias e
arqueas, e também a técnica que utilize genes desta segado como ferramenta na edicao
do genoma. Funciona como um sistema de defesa, quando um bacteriéfago infecta uma
célula, ele insere o DNA viral que é introduzido no DNA bacteriano, justamente no local
denominado CRISPR. Através desse mecanismo, os ataques do bacteriéfago sao
registrados ao longo do tempo, criando um arquivo de infecgcdo, desta forma, o
organismo obtém a capacidade de reconhecer 0 mesmo agressor em possiveis
reinfec¢des futuras, possibilitando uma rapida resposta imunolégica (Martinez-Olivia,
2020).

Ja em meados do século 21, as pesquisadoras Emmanuelle Charpentier e
Jennifer Doudna, iniciaram uma pesquisa para compreender como as bactérias atacam
as infecgdes virais. Durante este estudo, evidenciaram que as bactérias possuem um
sistema imunologico adaptativo, intitulado CRISPR, que lhes concede detectar o DNA
viral e destrui-lo. No passar das pesquisas, identificaram uma proteina encontrada na
Streptococcus Pyogenes, denominada Cas9, capaz de buscar, clivar e degradar o DNA

do virus. E com o estudo dessa proteina, Cas9, constataram que poderiam usa-la como



ferramenta para edigdo de genomas (Liberalesso et a/., 2021). Com isso, ganharam o
Prémio Nobel de Quimica de 2020.

Uma preocupacao central sdo os desafios éticos, pois além da capacidade de
editar genes em prol do tratamento de doengas genéticas, debate questdes morais
profundas, como o fato da alteragdo da natureza humana, trazendo consigo os limites
sobre a intervengcdo humana na evolugao biolégica. Outro ponto € a inquietacdo da
edicdo de genes em embrides humanos, levantando questionamentos com a
possibilidade de intervengdes permanentes na linhagem.

O objetivo deste estudo foi realizar uma pesquisa com carater de revisdo de
literatura a respeito da tecnologia CRISPR-Cas9, abrangendo seus principios de

funcionamento, aplicagdes na area da medicina, ciéncia e seus limites éticos.

METODOLOGIA
Este estudo trata-se de uma revisdo bibliografica, onde foram usados como fonte
de pesquisas artigos cientificos do banco de dados SciELO (Scientific Electronic Library
Online), PubMed (National Institutes of Health), Science Direct e Google Académico.
Foi realizada uma busca por artigos em portugués, espanhol e inglés, entre os anos de
2014 a 2023, termos como “CRISPR-Cas9’, “gene therapy”, “CRISPR-Cas9 cancer”,
“mutacdo genética” e “terapia génica” foram utilizados como palavras-chaves. Os

critérios de inclusao dos artigos selecionados para a presente pesquisa foram:

o Artigos sobre CRISPR-Cas9 e suas aplicagoes.
o Publicacdes em portugués, inglés ou espanhol.
o Artigos publicados em revistas indexadas nas bases de dados

mencionadas.

DESENVOLVIMENTO

A TECNICA CRISPR-CAS9
O CRISPR consiste em sequéncias espacadoras unicas delineadas por

sequéncias curtas, repetitivas e palindrémicas, que codificam proteinas Cas (Kolli et a/,
2017). Esse sistema foi sugerido para desempenhar fungées no reparo e na regulagcao
do DNA, bem como protecdo contra agentes estranhos, como virus, em procariotas
(Lins et al., 2018).



Para editar o genoma, cientistas uniram uma unica molécula quimérica contendo
o crRNA e o tracrRNA, conhecida como sgRNA ou gRNA. Sendo assim, o sgRNA
apresenta duas caracteristicas basicas: uma sequéncia de 20-25 nucleotideos na
posicao 5’ - que se junta a sequéncia especifica do DNA-alvo, e uma sequéncia repetida
complementar no crRNA e tracRNA, que se pareiam formando uma dupla fita em
grampo, composta de 42 nucleotideos conservados, essencial para o reconhecimento
da enzima Cas9. Além disto, o sistema de edicdo de genomas baseado em S. pyogenes
contém outra sequéncia finalizadora de transcricdo, em grampo, composta por 40
nucleotideos. Essa constru¢cdo é suficiente para gerar a associacdo entre crRNA,
tracRNA e a enzima Cas9, formando um complexo direcionado ao sitio especifico do
DNA-alvo, desenvolvendo a clivagem da dupla fita de DNA (Vasconcelos et a/., 2015).

O complexo crRNA:tracRNA:Cas9 desliza pela fita do DNA invasor até encontrar
a sequéncia PAM apropriada, que se localiza logo abaixo da sequéncia-alvo, na cadeia
complementar (ndo alvo) do DNA gendmico. Apés isso, a Cas9 promove a abertura da
dupla cadeia de DNA na posi¢ao imediatamente acima da PAM, possibilitando o
pareamento do sgRNA com a cadeia de DNA complementar ao spacer do crRNA
(Anders et al., 2014; Sternberg et al., 2014).

Os dominios HNH e RuvC, com atividade de nuclease em Cas9, realizam a
clivagem de forma precisa do DNA no terceiro nucleotideo adjacente a PAM, induzindo
a dupla quebra (DSB) na molécula de DNA invasora. DSBs iniciadas por CRISPR-Cas9
podem ser corrigidas pelos mecanismos DNA NHEJ ou HDR os quais reparam o DNA.
Comumente, o NHEJ gera mutagbes aleatorias (/ndels), podendo ser delegdes ou
insercdes de diferentes tamanhos, ocasionando em alteragdes na janela de leitura e
levando ao knockout génico ou a interrupcdo de elementos regulatorios em ¢/s nos

promotores ou em sequéncias enhancers (Vasconcelos et al., 2015)

APLICACOES TERAPEUTICAS DO SISTEMA CRISPR-CAS9
A edicao é através da clivagem de ambas as cadeias de DNA alvo, seguido do

desencadeamento de um dos dois mecanismos de reparo do DNA: reparo dirigido por
homologia (HDR) que é disposto a erros na insergdo ou exclusdo de uma sequéncia
especifica de DNA, podendo modificar a expressao de proteinas, ou 0 mecanismo de
juncdo final ndo homodloga (NHEJ) que inclui a recombinacdo homodloga com

sequéncias de DNA doador no DNA alvo (Braga et al., 2023)



O estudo da CRISPR-Cas9 também esta sendo utilizada em virus com genoma
de DNA ou os quais revelam uma fase de DNA em seu ciclo de vida. Desta forma, é
possivel a pesquisa de estudos bem sucedidos de edicao nos genomas de alguns virus,
como o da hepatite B, papilomavirus, herpesvirus, virus da imunodeficiéncia humana
tipo 1 (Castrignano, 2017).

Ha dois tipos celulares de terapia génica: linhagem germinativa, onde alteragoes
genéticas sdo herdadas, e a linhagem somatica, limitando as modificagcbes de um
paciente sem impactar nas futuras geragoes. Essa abordagem tem grande potencial na
luta contra doencgas genéticas. O rapido avango do CRISPR-Cas9 proporcionou a
realizacdo de testes translacionais em células somaticas humanas, as primeiras
aplicagées com énfase no ambito terapéutico, descrevem etapas de otimizagcado para
seguranca e eficacia do sistema (Gongalves et al., 2017).

Segundo Silva et al. (2020), a grande maioria dos casos de doengas genéticas
aos quais nao se aplicam métodos de tratamento de reposi¢cdo ou alimentacao, a
alternativa mais eficaz é a modificagcdo genética das células ex vivo em cultura, que
decorrente serdo transplantadas. Essas células geneticamente modificadas podem
estimular o sistema imunolégico e até mesmo sintetizar moléculas terapéuticas para

melhora do estado clinico do paciente.

CRISPR-CAS9 NATERAPIADO CANCER
O cancer € uma das principais causas de mortalidade associada a doengas, com

incidéncia crescente em todo o mundo. Ao mesmo tempo, registraram-se progressos
na prevencao e no tratamento de muitos tumores malignos, conduzindo a uma
sobrevivéncia prolongada ou mesmo a cura (Zhan et al, 2019). Os avangos
tecnoldgicos, como a tecnologia de edicdo de genoma mediada por CRISPR-Cas9,
permitem manipular com precisao quase qualquer sequéncia genémica, permitindo a
elucidacao funcional dos genes envolvidos na carcinogénese e a corre¢cdo de mutagoes
causadoras do cancer. No entanto, apesar das suas vantagens e potencial, a forma
como as ferramentas de edicdo CRISPR-Cas9 ¢é eficientemente entregues as células-
alvo /in vivo e como evitar ou reduzir efeitos nao intencionais fora do alvo, continuam a
ser grandes desafios, que s&o cruciais para as suas aplicagdes clinicas (Chen et al.,
2019).

Diferentes conceitos de terapia de cancer mediada por CRISPR/Cas9, incluindo

manipulagcdo de genes relacionados a tumores, imunoterapia tumoral, modelagem de


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/immunotherapy

pesquisa de tumores e superagdo de resisténcia a medicamentos anticancer, sao
estabelecidos em varios tipos de cancer. Para alcancar um tratamento eficaz e preciso
do cancer, os componentes CRISPR/Cas9 devem ir diretamente para as células-alvo,
passando por diferentes barreiras fisicas. Além disso, o processo de edi¢cdo genética
necessita do transporte da proteina Cas9 funcional e do sgRNA para o nucleo ao
mesmo tempo (Xu et al., 2021).

A descoberta e o desenvolvimento de medicamentos constituem um processo
longo e complexo de identificacdo de novos medicamentos e de sua colocagao no
mercado. Geralmente, esse processo comega com a hipétese de que perturbar um alvo
bioldgico especifico resultard um efeito benéfico que mudara o curso de uma doenca.
(Martinez-Lage et al., 2018).

Complementando esta abordagem, o cancer de mama triplo negativo (TNBC),
caracterizado pela sua alta malignidade e heterogeneidade, ndao existem terapias
direcionadas ao mesmo. Os inibidores de bromodomain BET (BBDIs) sdo um
medicamento potencial para tratar o TNBC, mas a resisténcia inerente e adquirida dos
tumores ao BBDIs limita sua aplicacao clinica (Wang et al., 2022).

Estudos conduzidos por Shu et al. (2020), identificaram uma interacao letal
sintética com BBDIs e genes que conferem resisténcia aos BBDIs quando deletado. Os
resultados apontaram que os inibidores de CDK4/6 e o paclitaxel apresentam forte
sinergia entre os BBDIs, enquanto a auséncia dos componentes do complexo SFN/SWI
resulta em resisténcia aos BBDIs. Decorrente disto, o sequenciamento de RNA
unicelular em linhas celulares sensiveis e resistentes aos BBDIs mostrou um alto grau
de heterogeneidade entre as amostras, indicando que a resisténcia aos BBDIs pode ser

tanto pré-existente quanto adquirida.

DESAFIOSETICOS
Durante o século XX, a humanidade testemunhou um periodo de medos e

esperancas em relacao as intervengdes genéticas no ser humano. Cada nova avango
tecnolégico no campo genético, originava uma nova onda de preocupacdes e
esperancas para o futuro. Ja no fim do século XX, uma noticia surpreendeu o mundo: o
nascimento da ovelha Dolly, o primeiro clone de um animal adulto, fruto de anos de
pesquisas liderada pelos geneticistas lan Wilmut e Keith Campbell, em Edimburgo, na
Escocia. Trouxe um levantamento em torno das questdes éticas sobre clonagem
humana, uso de células-tronco embrionarias e producdo de embrides para pesquisa
(Sganzerla et al., 2020).



No que se diz terapias genéticas “somaticas” e “germinativas”, é necessaria
uma distingao. A linha germinal representa de inicio uma “linha extraordinaria”, é facil
ver a diferenca entre terapia em criangas ou adultos, modificagbes intencionais na
linhagem germinativa. O historiador de ciéncia Nathaniel Comfort escreveu “ndo sao
usadas para tratar doengas num individuo, mas para preveni-las (ou diminuir o risco)
em individuos futuros”, porém, isto depende até certo ponto, do tipo de modificagdo da
linhagem germinativa (Foht, 2016).

Em 26 de novembro de 2018, o cientista chinés, He Jiankui chocou a comunidade
cientifica do mundo todo ao anunciar a criagdo dos primeiros bebés geneticamente
modificados do mundo, foram implantados em uma mulher que deu a luz a duas
meninas gémeas chamadas Lulu e Nana, para que elas se tornassem resistentes ao
virus HIV, impedindo o desenvolvimento do HIV, eliminando a doenga. Apds o anuncio,
as principais instituicbes mundiais de ciéncias e medicina reagiram vigorosamente,
condenando essa execugao “cientifica” e evidenciando a necessidade de criar
protecdes éticas e legais para que nao se repitam experimentos como esses (Sganzerla
et al., 2020).

Sabe-se que em um dos embrides, ambas as copias CCR5 foram inativadas
(Nana), enquanto no segundo apenas uma foi modificada (Lulu). Sendo assim, apenas
Nana tem a chance de estar protegida da infeccao pelo HIV no futuro, ao menos das
principais variantes do virus que entram nas células através da ligacdo ao receptor
CCRS5. Kiran Musunuru, um cardiologista e professor de medicina da universidade de
Pensilvania disse que os primeiros bebés da geracdo "CRISPR-Cas9”, infelizmente
nao nasceram como resultado de uma “conquista cientifica histérica, mas sim de um
fiasco ético histérico”. O escandalo internacional colocou He em prisdo domiciliar, e em

seguida, em uma pena de prisdo de 3 anos, do qual ja foi liberto (Gostimskaia, 2022).

CONSIDERACOES FINAIS
A técnica revolucionaria CRISPR-Cas9 oferece uma série de possibilidades para

pesquisa e medicina genética, trazendo consigo novas perspectivas para o tratamento
de doencgas, até o cancer. Além do baixo custo, promete eficiéncia na edicdo do
genoma, proporcionando resolugdes de desafios que antes eram considerados
irreversiveis, porém, apesar de seu comprometimento, traz consigo uma série de
inquietagbes éticas sobre possiveis erros. O caso das gémeas modificadas na China

serviu como um alerta para a comunidade cientifica. De modo geral, € um método com



grande potencial terapéutico, mas é necessario o equilibrio de seus beneficios com uma

reflexao ética cuidadosa e regulamentacao rigorosa.
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