
TWN
Third World Network

Biosafety
Briefing

TWNA REDE DO TERCEIRO MUNDO (THIRD WORLD NETWORK, TWN) é uma organização internacional indepen-
dente sem fins lucrativos deinvestigação e ativismo que procura promover uma maior articulação das necessidades, aspirações 
e direitos dos povos do Sul efomentar um desenvolvimento justo, equitativo e ecológico.
Morada: 131 Jalan Macalister, 10400 Penang, MALÁSIA    Tel: 60-4-2266728/2266159    
Fax: 60-4-2264505    E-mail: twn@twnetwork.org    Website: www.twn.my

www.twn.my

Dezembro de 2020

Por que os organismos submetidos 
a técnicas de edição do genoma 
não são excluídos do Protocolo de 
Cartagena sobre Biossegurança

Autora: Eva Sirinathsinghji

GENEWATCH UK é um grupo de interesse público sem fins lucrativos dedicado à pesquisa de políticas. 
O grupo investiga como a ciência e as tecnologias da genética afetarão a nossa alimentação, saúde, 
agricultura, meio ambiente e sociedade.
Endereço: 53 Milton Rd, Cambridge CB4 1XA, REINO UNIDO    Tel: +44 (0)330 0010507 
Email: mail@genewatch.org    Website: www.genewatch.org

Técnicas novas e emergentes de edição do 
genoma estão sendo promovidas como méto�
dos mais rápidos de engenharia genética para 
efetuar mudanças na informação e expressão 
genética em regiões específicas do genoma. 
Estas técnicas incluem as repetições palin�
drômicas curtas agrupadas e regularmente 
interespaçadas (CRISPR), meganucleases 
(MNs), nucleases de dedos de zinco (ZFNs), 
nucleases efetoras semelhantes a ativadores de 
transcrição (TALENs) e mutagênese dirigida 
por oligonucleotídeos (ODM).�������������� �������������O desenvolvi�
mento de tais técnicas tem provocado intensos 
debates sobre (1) se elas são regulamentadas 
pela legislação atual sobre biossegurança, (2) 
se são seguras e (3) se devem ser submetidas 
aos mesmos procedimentos de avaliação e 

gestão de riscos que os organismos vivos 
modificados (OVMs). 

Um argumento proposto por aqueles que 
procuram excluir da regulamentação os 
organismos desenvolvidos com técnicas de 
edição do genoma, inclusive ao nível nacional, 
é que esses organismos não se enquadram na 
definição de OVM do Protocolo de Cartage�
na sobre Biossegurança da Convenção sobre 
Diversidade Biológica (CBD). 

Este artigo visa demonstrar que as tecnologias 
e aplicações de edição do genoma utilizadas 
atualmente, incluindo todas as técnicas base�
adas em métodos de CRISPR, se enquadram 
claramente na definição de OVM do Proto�
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colo, quer envolvam a inserção, deleção ou 
edição de sequências genômicas.

A definição de “organismo vivo 
modificado” do Protocolo de 
Cartagena 

O artigo 3 do Protocolo de Cartagena apre�
senta três definições inter-relacionadas, que 
devem ser lidas em conjunto: “organismo vivo 
modificado”, “organismo vivo” e “biotecno�
logia moderna”. 

Por “organismo vivo modificado” entende-
se “qualquer organismo vivo que tenha uma 
combinação de material genético inédita 
obtida por meio do uso da biotecnologia 
moderna.”

Tal definição de organismo vivo modificado 
no Protocolo visa incluir apenas os organis�
mos vivos que:

contêm combinações inéditas de −	
material genético, e

foram produzidos pelo uso de técnicas −	
da biotecnologia moderna (parágrafo 208, An 
Explanatory Guide to the Cartagena Protocol on 
Biosafety: Mackenzie et al., 2003).

Por “organismo vivo” entende-se “qualquer 
entidade biológica capaz de transferir ou 
replicar material genético, inclusive os orga�
nismos estéreis, os vírus e os viroides.”

Embora o Protocolo de Cartagena não defina 
“material genético”, tal definição é encontrada 
na CDB:  “todo material de origem vegetal, 
animal, microbiana ou outra que contenha 
unidades funcionais de hereditariedade”. As 
unidades funcionais de hereditariedade são 
entendidas como ácidos nucleicos contendo 
informação genética. No contexto do Proto�
colo de Cartagena, material genético pode ser 
entendido como os ácidos nucléicos que conte�
nham unidades funcionais de hereditariedade 
(parágrafo 201, Explanatory Guide).

Uma “combinação inédita de material genéti�
co” pode ser considerada como uma combina�
ção cuja existência não era conhecida antes do 
momento em que foi produzida pela primeira 
vez. Juntamente com a definição de material 
genético da CDB, esta expressão pode então 
ser entendida como uma combinação inédita 
de ácidos nucleicos que contenham unidades 
funcionais de hereditariedade (parágrafo 209, 

Explanatory Guide). É importante notar que a 
combinação inédita se refere apenas a uma 
combinação de material genético, mesmo 
que não resulte em uma mudança observável 
(parágrafo 210, Explanatory Guide).

Uma combinação inédita pode surgir através 
de uma nova forma de unidade funcional de 
hereditariedade, por exemplo, resultante de 
uma alteração que modifique a sequência 
geral de nucleotídeos dentro da unidade, seja 
pela alteração, inserção ou deleção de um ou 
mais nucleotídeos. Também pode surgir de 
um novo arranjo de unidades funcionais de 
hereditariedade, por exemplo, pela introdu�
ção de material genético de uma espécie dife�
rente ou pelo rearranjo de material genético 
da mesma espécie. Uma combinação inédita 
pode surgir de uma única alteração em uma 
sequência de nucleotídeos ou de modificações 
muito maiores (parágrafos 211-212, Explana-
tory Guide).

De acordo com o Protocolo de Cartagena, a 
combinação inédita de material genético deve 
ser “obtida por meio do uso da biotecnologia 
moderna”. Este é um critério fundamental 
para a definição de OVM.������������������� ������������������O fato de um orga�
nismo ser ou não um OVM segundo o Proto�
colo depende da utilização da “biotecnologia 
moderna” para criar uma combinação inédita 
de material genético. 

“Biotecnologia moderna” é definida no Pro�
tocolo de Cartagena como:

“a. a aplicação de técnicas in vitro de áci�
dos nucleicos, incluindo DNA recombi�
nante e injeção direta de ácidos nucleicos 
em células ou organelas, ou
b. a fusão de células de organismos que 
não pertencem à mesma família taxonô�
mica,
que superem as barreiras naturais da fisio�
logia da reprodução ou da recombinação 
e que não sejam técnicas utilizadas na 
reprodução e seleção tradicionais.”

Portanto, a definição inclui mas não está li�
mitada a técnicas in vitro de ácidos nucleicos 
aplicadas para a inserção, deleção e alteração 
de material genético (parágrafo 215, Expla-
natory Guide). As duas qualificações são a 
necessidade de superar as barreiras naturais 
da fisiologia da reprodução ou recombinação 
e o fato de não serem técnicas utilizadas na 
reprodução e seleção tradicionais.
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Em resumo, para que um organismo vivo 
seja definido como um OVM nos termos do 
Protocolo de Cartagena, deve atender a três 
critérios: 

o organismo contém combinações 1.	
inéditas de material genético;

foi produzido pelo uso de técnicas da 2.	
biotecnologia moderna (incluindo a aplicação 
de técnicas in vitro de ácidos nucleicos, ou 
a fusão de células de organismos que não 
pertencem à mesma família taxonômica);  

as técnicas da biotecnologia moderna 3.	
utilizadas superam as barreiras naturais da 
fisiologia da reprodução ou recombinação e 
não são técnicas utilizadas na reprodução e 
seleção tradicionais.

Critério 1: o organismo contêm 
combinações inéditas de material 
genético 

Para sistemas baseados no método CRISPR, a 
técnica envolve o uso de sequências de RNA 
guia (RNAg) produzidas sinteticamente de 
modo a ter como alvo uma sequência de DNA 
(ou RNA) a ser ‘editada’. O RNAg direciona 
então a enzima de corte de DNA Cas9, ou 
endonuclease, para a sequência de interesse, 
onde ela corta o DNA.��������������������� ��������������������Com isto, o mecanis�
mo de reparo do DNA da célula é ativado, e 
o DNA é reparado. Se o processo de reparo 
resultar na inserção ou deleção de pequenos 
pedaços de material genético (“indels”), o 
resultado é conhecido como uma aplicação 
de SDN-1 (site-directed nuclease). As aplicações 
de SDN-1 são usadas para destruir genes de 
forma imprecisa. Por outro lado, se o objetivo 
é “editar” um gene, também é introduzido 
DNA adicional que serve como molde para a 
alteração desejada, podendo então ser copiado 
para o gene do organismo-alvo. Este método 
é denominado SDN-2. Os sistemas de CRIS�
PR também estão sendo usados para inserir 
DNA transgênico em um local específico, 
introduzindo um molde de DNA junto com 
a maquinaria de CRISPR, o que é chamado 
SDN-3. 

Da mesma forma, TALENs, MNs e ZFNs 
podem ser utilizados para realizar aplicações 
de SDN-1, 2 e 3 para ‘indels’, edições ou in�
serções de sequências de DNA transgênico. 
Entretanto, são diferentes dos sistemas de 
CRISPR, pois não utilizam RNAg para visar 
sequências específicas de DNA; em vez disso, 
são enzimas proteicas com sítios de reconhe�

cimento de DNA para se ligar a sequências de 
DNA de interesse, cortando-as. 

A ODM, por outro lado, envolve a introdução 
de pequenos trechos de material genético, 
chamados oligonucleotídeos, que podem ser 
de DNA ou híbridos de DNA/RNA. Estes 
oligonucleotídeos são idênticos à sequência-
alvo a ser modificada, exceto pela alteração 
desejada a ser introduzida. Estes moldes de 
DNA se ligam à sequência-alvo, e então a ma�
quinaria de reparo natural da célula reconhece 
a discrepância específica entre a base de seu 
DNA próprio e a do molde introduzido. 

O objetivo de todas as técnicas de edição do 
genoma é introduzir alterações genéticas 
previamente inexistentes, a fim de provocar a 
expressão de novas características, ou traços, 
nos organismos vivos, independentemente 
da inserção ou não de DNA. Quer sejam 
empregadas para gerar ‘indels’, ‘edições’ ou 
‘inserções’, todas essas técnicas visam criar 
novos traços pela formação de combinações 
inéditas de DNA, não importando se o DNA 
transgênico foi ou não inserido. 

Portanto, está claro que todas as técnicas de edição 
do genoma produzem uma combinação inédita de 
material genético, atendendo assim ao critério 1. 

Critério 2: uso da biotecnologia 
moderna (incluindo a aplicação 
de técnicas in vitro de ácidos 
nucleicos ou a fusão de células de 
organismos que não pertencem à 
mesma família taxonômica)  

Atualmente, a grande maioria dos métodos 
de edição do genoma envolve a aplicação de 
técnicas de ácidos nucléicos, utilizando RNA 
ou DNA em alguma etapa do processo. 

As técnicas baseadas em CRISPR (incluindo 
as duplas nickases e os ‘editores’ de bases) 
podem ser realizadas de várias maneiras, 
todas elas envolvendo a introdução dos áci�
dos nucléicos DNA ou RNA. A abordagem 
clássica consiste em introduzir plasmídeos de 
DNA que codificam a maquinaria CRISPR. O 
plasmídeo pode ser introduzido permanente�
mente no genoma do organismo-alvo, sendo 
removido posteriormente por retrocruzamen�
to, ou ser expressado de forma transitória. 
Também foram desenvolvidas técnicas mais 
recentes que não utilizam o DNA, envolvendo 
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a introdução de moléculas de RNA mensagei�
ro que codificam a maquinaria CRISPR ou a 
introdução direta de ribonucleoproteínas, isto 
é, a proteína Cas9 junto com a molécula de 
RNA guia (Metje-Sprink et al., 2019). 

Assim como ocorre nas técnicas baseadas em 
CRISPR, os métodos clássicos de TALENs, 
ZFNs e MNs envolvem a introdução de plas�
mídeos de DNA que expressam essas TA�
LENs, ZFNs ou MNs, sendo introduzidos de 
forma permanente ou transitória no genoma 
do organismo-alvo (e posteriormente removi�
dos, se necessário). Também foi demonstrado 
o uso de RNA mensageiro que codifica a 
maquinaria TALEN em células vegetais (Sto�
ddard et al., 2016). 

Foram ainda demonstrados em laboratório 
casos excepcionais de uso das técnicas de 
TALENs e MNs (Luo et al., 2015) nas quais 
foi realizada a introdução direta das formas 
proteicas das respectivas nucleases em plan�
tas, gerando um organismo com o genoma 
editado. Embora estes métodos pudessem 
ser considerados como não abrangidos pelo 
critério 2, atualmente são muito menos efi�
cientes do que a inserção de plasmídeos de 
DNA, e é pouco provável que venham a ser 
amplamente utilizados.

As técnicas de ODM consistem na introdução 
direta de oligonucleotídeos, que podem ser de 
DNA ou híbridos de DNA/RNA, no genoma 
do organismo-alvo. 

Todas as técnicas CRISPR, ZFNs e ODM envol-
vem o uso de ácidos nucléicos (DNA, RNA ou 
híbridos de DNA/RNA) para realizar funções de 
edição do genoma, atendendo assim ao critério 2. 
A maioria das técnicas de TALENs e MNs, com 
algumas exceções limitadas, envolve o uso de ácidos 
nucléicos (DNA ou híbridos de RNA) para realizar 
funções de edição do genoma, atendendo assim ao 
critério 2. 

Além disso, mesmo que a combinação iné�
dita de material genético obtida através da 
biotecnologia moderna seja posteriormente 
transferida para outro organismo pelo uso 
de técnicas de reprodução ou seleção tradi�
cionais, o organismo resultante também é um 
OVM nos termos do Protocolo (parágrafo 214, 
Explanatory Guide). Tal definição incluiria, por�
tanto, organismos com genoma editado que 
introduzem um cassete de DNA que codifica 

nucleases e é posteriormente removido por 
métodos de reprodução convencionais (como 
é frequentemente realizado com CRISPR, 
TALENs, ZFNs e MNs), o que atenderia ao 
critério 2, uma vez que a etapa anterior já teria 
envolvido a aplicação de técnicas de ácidos 
nucleicos para gerar uma combinação inédita 
de material genético. 

Assegurar que o processo, e 
não apenas o resultado, seja 
regulamentado segundo o critério 2 

É fundamental destacar que o critério 2 
garante que o processo, e não o resultado, 
seja regulamentado e avaliado, a fim de 
permitir a detecção de efeitos não inten�
cionais, alguns dos quais obscurecem a 
distinção teórica entre as aplicações de 
ODM, SDN-1, 2 e 3. Já foram detectadas 
inserções não intencionais de material 
genético, tanto dentro como fora do alvo 
molecular (Li et al, 2015; Liang et al., 
2017; Ono et al., 2019; Norris et al., 2020; 
Skryabin et al., 2020), um efeito associado 
a todas as nucleases que introduzem que�
bras no DNA de dupla cadeia (incluindo 
CRISPR, TALENs, ZFNs e MNs). Dessa 
forma, embora as técnicas de ODM, 
SDN-1 e SDN-2 não tenham como obje�
tivo a inserção permanente de DNA, as 
evidências atuais sugerem que, na prática, 
este resultado pode ocorrer.  

Outros efeitos não intencionais já do�
cumentados incluem modificações em 
outras partes do genoma, tais como mu�
tações, rearranjos complexos em grande 
escala, translocações, inserções e deleções, 
bem como a produção de novas proteínas 
(Wolt et al., 2016; Mou et al., 2017; Shin et 
al., 2017; Zhu et al., 2017; Kosicki et al., 
2018; Tuladhar et al., 2019). Até mesmo al�
terações em um único nucleotídeo podem 
afetar a função de um gene, sejam elas no 
alvo molecular ou fora do alvo. 

Além disso, o processo de edição do ge�
noma geralmente envolve técnicas de su�
porte idênticas às utilizadas em métodos 
de transgênese mais antigos, incluindo a 
transformação de células criadas em meios 
de cultura. Tais processos estão associados 
a efeitos não intencionais, como deleções 
e rearranjos (veja, por exemplo, Kim et al., 
2003; Latham et al., 2006; Makarevitch et 
al., 2003; Rang et al., 2005; Windels et al., 
2003). 
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Critério 3: as técnicas da biotecno-
logia moderna utilizadas superam 
as barreiras naturais da fisiologia 
da reprodução ou recombinação e 
não são técnicas utilizadas na re-
produção e seleção tradicionais

Está claro que as técnicas de edição do genoma 
não são técnicas utilizadas na reprodução e 
seleção tradicionais, pois os organismos com 
genoma editado são gerados sem nenhum tipo 
de reprodução, mas sim pelo uso de técnicas 
da biotecnologia moderna que introduzem 
alterações genéticas. Também é evidente que 
elas superam as barreiras naturais da fisio�
logia da reprodução ou recombinação, uma 
vez que a edição do genoma permite modifi�
cações que não surgiriam naturalmente (veja 
a revisão por Kawall, 2019). Como detalhado 
abaixo, as técnicas descritas podem ser usadas 
para realizar uma ou várias alterações que 
superam as barreiras naturais de reprodução 
ou recombinação. 

Uma das principais vantagens para aqueles 
que desenvolvem OVMs é a capacidade de 
usar a edição do genoma para realizar alte�
rações simultâneas ou sucessivas no material 
genético, uma aplicação denominada mul�
tiplexação. Muitas características vegetais 
dependem de uma multiplicidade de genes. 
As técnicas de CRISPR, TALENs, ZFNs e MNs 
oferecem agora um meio para alterar muitos 
genes de uma só vez, ou muitas cópias de um 
mesmo gene (bem como parálogos), o que 
ainda não foi alcançado com a reprodução 
convencional, a mutagênese química ou téc�
nicas transgênicas (por exemplo, veja Kawall, 
2019; Ran et al, 2018; Wang et al., 2018; Li et 
al., 2018; Qi et al., 2016; Cai et al., 2018; Bao et 
al., 2015; Suzuki et al., 2013; Hauschild et al., 
2011). A alteração de todas as cópias de um 
gene é muito relevante no caso das espécies 
vegetais, pois muitas delas possuem múltiplas 
cópias de um gene como resultado de poli�
ploidia (a presença de mais de duas cópias de 
cada cromossomo) ou redundância genética 
(múltiplas cópias de um mesmo gene). Nem 
a reprodução convencional nem as mutações 
naturais são capazes de alterar todas as cópias 
de uma sequência genética. Embora ainda não 
tenha sido demonstrada a multiplexação de 
diferentes genes ou múltiplas cópias de um 
gene pelo uso da ODM, tais alterações são 
possíveis em teoria (Jansing et al., 2019). 

A edição do genoma permite ainda gerar mu�
tações em regiões do genoma que são normal�
mente protegidas por mecanismos naturais de 
reparo do DNA. A variação genética ocorre 
naturalmente nos organismos como resultado 
de muitos mecanismos. As mutações podem 
surgir espontaneamente como resultado de 
fatores ambientais externos, como a radiação 
solar ultravioleta ou a exposição a substân�
cias mutagênicas, ou internos, em razão de 
erros durante a replicação do DNA ou por 
subprodutos mutagênicos do metabolismo, 
tais como as espécies reativas de oxigênio. As 
mutações decorrentes de tais fatores resultam 
no recrutamento de mecanismos de reparo 
que protegem preferencialmente regiões 
particulares do DNA, como as que contêm 
genes. Tais mecanismos de reparo servem para 
evitar o acúmulo excessivo de mutações em 
regiões do DNA onde as sequências precisam 
ser conservadas para manter as suas funções 
essenciais — por exemplo, as sequências que 
codificam genes. Dessa forma, as técnicas de 
edição de genoma se sobrepõem aos mecanis�
mos de reparo endógeno, permitindo alterar 
sequências genéticas normalmente conser�
vadas. Além disso, há evidências de que as 
mutações resultantes de técnicas de edição 
do genoma não são reparadas pelos mesmos 
processos naturais, havendo altas taxas de 
erros nos reparos de mutações induzidas por 
CRISPR (Brinkman et al., 2018). Os sistemas 
CRISPR/Cas têm sido usados para modificar 
sequências conservadas — por exemplo, 
quando aplicados às tecnologias de genéti�
ca dirigida (gene drive) (Kyrou et al., 2018). 
Também foi demonstrado que as TALENs, 
assim como as ZFNs, são capazes de alterar 
sequências conservadas (Suzuki et al., 2013; 
Bilichak et al., 2020).

A variação genética natural também ocorre 
durante a meiose, a produção de gametas 
como espermatozoides e óvulos. A meiose, 
um processo biológico fundamental, é respon�
sável por gerar variação genética nos organis�
mos de reprodução sexuada por recombinar o 
conteúdo genético recebido de ambos os pro�
genitores. O intercâmbio de material genético 
entre os cromossomos durante este processo 
ocorre de maneira não aleatória, em regiões 
definidas dos cromossomos, denominados 
pontos críticos (hotspots) de recombinação. 
Por outro lado, a edição do genoma permi�
te alterar o DNA em regiões consideradas 
‘pontos frios’ (coldspots), superando estas 
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limitações naturais. As técnicas de CRISPR/
Cas têm sido usadas para superar os efeitos 
de associação, nos quais os genes desejáveis 
são ligados a genes indesejáveis em regiões de 
baixa recombinação (Roldan et al., 2017; Soyk 
et al., 2017). Além disso, o método CRISPR 
está sendo explorado para manipular eventos 
de recombinação meiótica a fim de aumentar 
a diversidade genética das culturas, embora 
esta área pareça estar em suas fases iniciais 
de pesquisa e desenvolvimento (Taagen et 
al., 2020). 

Em resumo, todas as técnicas de edição do genoma 
permitem superar as barreiras naturais de reprodu-
ção e recombinação por uma série de mecanismos, 
além de não serem técnicas utilizadas nos sistemas 
de reprodução e seleção tradicionais — e, portanto, 
atendem ao critério 3.
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