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Técnicas novas e emergentes de edigao do
genoma estao sendo promovidas como méto-
dos mais rapidos de engenharia genética para
efetuar mudangcas na informacao e expressao
genética em regides especificas do genoma.
Estas técnicas incluem as repeti¢des palin-
dromicas curtas agrupadas e regularmente
interespacadas (CRISPR), meganucleases
(MNis), nucleases de dedos de zinco (ZFNs),
nucleases efetoras semelhantes a ativadores de
transcricao (TALENSs) e mutagénese dirigida
por oligonucleotideos (ODM). O desenvolvi-
mento de tais técnicas tem provocado intensos
debates sobre (1) se elas sao regulamentadas
pela legislagao atual sobre biosseguranga, (2)
se sao seguras e (3) se devem ser submetidas
aos mesmos procedimentos de avaliacao e

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

Um argumento proposto por aqueles que
procuram excluir da regulamentacao os
organismos desenvolvidos com técnicas de
edicdao do genoma, inclusive ao nivel nacional,
€ que esses organismos nao se enquadram na
definicao de OVM do Protocolo de Cartage-
na sobre Biosseguranca da Convengao sobre
Diversidade Biologica (CBD).

Este artigo visa demonstrar que as tecnologias
e aplicagoes de edicdo do genoma utilizadas
atualmente, incluindo todas as técnicas base-
adas em métodos de CRISPR, se enquadram
claramente na definicao de OVM do Proto-
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colo, quer envolvam a insergao, delecdao ou
edicdo de sequéncias gendmicas.

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

O artigo 3 do Protocolo de Cartagena apre-

senta trés defini¢oes inter-relacionadas, que

devem ser lidas em conjunto: “organismo vivo
s

modificado”, “organismo vivo” e “biotecno-
logia moderna”.

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

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

- contém combinacoes
material genético, e

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

inéditas de

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

Embora o Protocolo de Cartagena nao defina
“material genético”, tal definicao é encontrada
na CDB: “todo material de origem vegetal,
animal, microbiana ou outra que contenha
unidades funcionais de hereditariedade”. As
unidades funcionais de hereditariedade sao
entendidas como acidos nucleicos contendo
informacao genética. No contexto do Proto-
colo de Cartagena, material genético pode ser
entendido como os acidos nucléicos que conte-
nham unidades funcionais de hereditariedade
(paragrafo 201, Explanatory Guide).

Uma “combinagao inédita de material genéti-
co” pode ser considerada como uma combina-
¢ao cuja existéncia nao era conhecida antes do
momento em que foi produzida pela primeira
vez. Juntamente com a definicao de material
genético da CDB, esta expressao pode entao
ser entendida como uma combinacgao inédita
de acidos nucleicos que contenham unidades
funcionais de hereditariedade (paragrafo 209,
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Explanatory Guide). E importante notar que a
combinacao inédita se refere apenas a uma
combinacao de material genético, mesmo
que nao resulte em uma mudanca observavel
(paragrafo 210, Explanatory Guide).

Uma combinagao inédita pode surgir através
de uma nova forma de unidade funcional de
hereditariedade, por exemplo, resultante de
uma alteracdo que modifique a sequéncia
geral de nucleotideos dentro da unidade, seja
pela alteracao, insercao ou delegao de um ou
mais nucleotideos. Também pode surgir de
um novo arranjo de unidades funcionais de
hereditariedade, por exemplo, pela introdu-
¢ao de material genético de uma espécie dife-
rente ou pelo rearranjo de material genético
da mesma espécie. Uma combinagao inédita
pode surgir de uma tinica alteragdo em uma
sequéncia de nucleotideos ou de modificagoes
muito maiores (pardgrafos 211-212, Explana-
tory Guide).

De acordo com o Protocolo de Cartagena, a
combinacao inédita de material genético deve
ser “obtida por meio do uso da biotecnologia
moderna”. Este € um critério fundamental
para a definicao de OVM. O fato de um orga-
nismo ser ou nao um OVM segundo o Proto-
colo depende da utilizagao da “biotecnologia
moderna” para criar uma combinacao inédita
de material genético.

“Biotecnologia moderna” é definida no Pro-
tocolo de Cartagena como:
“a. a aplicacao de técnicas in vitro de aci-
dos nucleicos, incluindo DNA recombi-
nante e injecao direta de dcidos nucleicos
em células ou organelas, ou
b. a fusdo de células de organismos que
nao pertencem a mesma familia taxono-
mica,
que superem as barreiras naturais da fisio-
logia da reproducao ou da recombinagao
e que nao sejam técnicas utilizadas na
reproducao e selecao tradicionais.”

Portanto, a definicao inclui mas nao esta li-
mitada a técnicas in vitro de acidos nucleicos
aplicadas para a insercao, delecao e alteragao
de material genético (paragrafo 215, Expla-
natory Guide). As duas qualificagbes sao a
necessidade de superar as barreiras naturais
da fisiologia da reprodugao ou recombinagao
e o fato de nao serem técnicas utilizadas na
reproducao e selegao tradicionais.



Em resumo, para que um organismo vivo
seja definido como um OVM nos termos do
Protocolo de Cartagena, deve atender a trés
critérios:

I. o organismo contém combinagoes
inéditas de material genético;
2. foi produzido pelo uso de técnicas da

biotecnologia moderna (incluindo aaplicagao
de técnicas in vitro de acidos nucleicos, ou
a fusdo de células de organismos que nao
pertencem a mesma familia taxondmica);

3. as técnicas da biotecnologia moderna
utilizadas superam as barreiras naturais da
fisiologia da reproducao ou recombinagao e
nao sao técnicas utilizadas na reprodugao e
selecao tradicionais.

Critério 1: o organismo contém
combinacodes inéditas de material
genético

Para sistemas baseados no método CRISPR, a
técnica envolve o uso de sequéncias de RNA
guia (RNAg) produzidas sinteticamente de
modo a ter como alvo uma sequéncia de DNA
(ou RNA) a ser ‘editada’. O RNAg direciona
entao a enzima de corte de DNA Cas9, ou
endonuclease, para a sequéncia de interesse,
onde ela corta o DNA. Com isto, o mecanis-
mo de reparo do DNA da célula é ativado, e
o DNA ¢ reparado. Se o processo de reparo
resultar na inser¢ao ou delecao de pequenos
pedacgos de material genético (“indels”), o
resultado é conhecido como uma aplicagao
de SDN-1 (site-directed nuclease). As aplicagoes
de SDN-1 sao usadas para destruir genes de
forma imprecisa. Por outro lado, se o objetivo
¢ “editar” um gene, também ¢ introduzido
DNA adicional que serve como molde para a
alteracao desejada, podendo entao ser copiado
para o gene do organismo-alvo. Este método
¢ denominado SDN-2. Os sistemas de CRIS-
PR também estdao sendo usados para inserir
DNA transgénico em um local especifico,
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 aplicagoes
de SDN-1, 2 e 3 para ‘indels’, edi¢des ou in-
sercoes de sequéncias de DNA transgénico.
Entretanto, sao diferentes dos sistemas de
CRISPR, pois nao utilizam RNAg para visar
sequéncias especificas de DNA; em vez disso,
sao enzimas proteicas com sitios de reconhe-

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

A ODM, por outro lado, envolve a introdugao
de pequenos trechos de material genético,
chamados oligonucleotideos, que podem ser
de DNA ou hibridos de DNA/RNA. Estes
oligonucleotideos sao idénticos a sequéncia-
alvo a ser modificada, exceto pela alteracao
desejada a ser introduzida. Estes moldes de
DNA se ligam a sequéncia-alvo, e entao a ma-
quinaria de reparo natural da célula reconhece
a discrepancia especifica entre a base de seu
DNA proprio e a do molde introduzido.

O objetivo de todas as técnicas de edicao do
genoma ¢ introduzir alteragdes genéticas
previamente inexistentes, a fim de provocar a
expresséo de novas caracteristicas, ou tragos,
nos organismos vivos, independentemente
da insercao ou nao de DNA. Quer sejam
empregadas para gerar ‘indels’, ‘edi¢oes” ou
‘inser¢des’, todas essas técnicas visam criar
novos tragos pela formacao de combinagoes
inéditas de DNA, nao importando se o DNA
transgénico foi ou nao inserido.

Portanto, estd claro que todas as técnicas de edigio
do genoma produzem uma combinagio inédita de
material genético, atendendo assim ao critério 1.

Critério 2: uso da biotecnologia
moderna (incluindo a aplicacao
de técnicas in vitro de acidos
nucleicos ou a fusao de células de
organismos que nao pertencem a
mesma familia taxonémica)

Atualmente, a grande maioria dos métodos
de edigao do genoma envolve a aplicagao de
técnicas de acidos 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 varias maneiras,
todas elas envolvendo a introducao dos aci-
dos nucléicos DNA ou RNA. A abordagem
classica consiste em introduzir plasmideos de
DNA que codificam a maquinaria CRISPR. O
plasmideo pode ser introduzido permanente-
mente no genoma do organismo-alvo, sendo
removido posteriormente por retrocruzamen-
to, ou ser expressado de forma transitoria.
Também foram desenvolvidas técnicas mais
recentes que nao utilizam o DNA, envolvendo
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aintroducao de moléculas de RNA mensagei-
ro que codificam a maquinaria CRISPR ou a
introdugao direta de ribonucleoproteinas, isto
¢, a proteina Cas9 junto com a molécula de
RNA guia (Metje-Sprink et al., 2019).

Assim como ocorre nas técnicas baseadas em
CRISPR, os métodos classicos de TALENS,
ZFNs e MNs envolvem a introducgao de plas-
mideos de DNA que expressam essas TA-
LENSs, ZFNs ou MNs, sendo introduzidos de
forma permanente ou transitdria no genoma
do organismo-alvo (e posteriormente removi-
dos, se necessario). 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 laboratorio
casos excepcionais de uso das técnicas de
TALENs e MNs (Luo et al., 2015) nas quais
foi realizada a introducao direta das formas
proteicas das respectivas nucleases em plan-
tas, gerando um organismo com o genoma
editado. Embora estes métodos pudessem
ser considerados como nao abrangidos pelo
critério 2, atualmente sao muito menos efi-
cientes do que a inser¢ao de plasmideos de
DNA, e é pouco provavel que venham a ser
amplamente utilizados.

As técnicas de ODM consistem na introdugao
direta de oligonucleotideos, que podem ser de
DNA ou hibridos de DNA/RNA, no genoma
do organismo-alvo.

Todas as técnicas CRISPR, ZFNs e ODM envol-
vem o uso de dcidos nucléicos (DNA, RNA ou
hibridos de DNA/RNA) para realizar funcoes de
edi¢do do genoma, atendendo assim ao critério 2.
A maioria das técnicas de TALENs e MNNs, com
algumas excegoes limitadas, envolve o uso de acidos
nucléicos (DNA ou hibridos de RNA) para realizar
funcoes de edigio do genoma, atendendo assim ao
critério 2.

Além disso, mesmo que a combinagao iné-
dita de material genético obtida através da
biotecnologia moderna seja posteriormente
transferida para outro organismo pelo uso
de técnicas de reprodugao ou selecao tradi-
cionais, o organismo resultante também é um
OVM nos termos do Protocolo (paragrafo 214,
Explanatory Guide). Tal defini¢ao incluiria, por-
tanto, organismos com genoma editado que
introduzem um cassete de DNA que codifica
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nucleases e ¢ posteriormente removido por
métodos de reprodugao convencionais (como
¢ frequentemente realizado com CRISPR,
TALENs, ZFNs e MNs), o que atenderia ao
critério 2, uma vez que a etapa anterior ja teria
envolvido a aplicagao de técnicas de acidos
nucleicos para gerar uma combinacao inédita
de material genético.

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

E fundamental destacar que o critério 2
garante que o processo, e nao o resultado,
seja regulamentado e avaliado, a fim de
permitir a deteccao de efeitos nao inten-
cionais, alguns dos quais obscurecem a
distingao tedrica entre as aplicagoes de
ODM, SDN-1, 2 e 3. Ja foram detectadas
inser¢Oes nao 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, TALENSs, ZFNs e MNs). Dessa
forma, embora as técnicas de ODM,
SDN-1 e SDN-2 nao tenham como obje-
tivo a insercao permanente de DNA, as
evidéncias atuais sugerem que, na pratica,
este resultado pode ocorrer.

Outros efeitos nao intencionais ja do-
cumentados incluem modificacbes em
outras partes do genoma, tais como mu-
tagOes, rearranjos complexos em grande
escala, translocacdes, insercoes e delecdes,
bem como a producao de novas proteinas
(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-
teragdes em um tnico nucleotideo podem
afetar a fungao de um gene, sejam elas no
alvo molecular ou fora do alvo.

Além disso, o processo de edigao do ge-
noma geralmente envolve técnicas de su-
porte idénticas as utilizadas em métodos
de transgénese mais antigos, incluindo a
transformacao de células criadas em meios
de cultura. Tais processos estao associados
a efeitos nao intencionais, como delec¢oes
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).




Critério 3: as técnicas da biotecno-
logia moderna utilizadas superam
as barreiras naturais da fisiologia
da reproducao ou recombinacao e
nao sao técnicas utilizadas na re-
producao e selecao tradicionais

Esta claro que as técnicas de edicao do genoma
nao sao técnicas utilizadas na reprodugao e
selecao tradicionais, pois 0s organismos com
genoma editado sao gerados sem nenhum tipo
de reproducao, mas sim pelo uso de técnicas
da biotecnologia moderna que introduzem
alteracoes genéticas. Também é evidente que
elas superam as barreiras naturais da fisio-
logia da reproducao ou recombinacao, uma
vez que a edi¢cao do genoma permite modifi-
cacoes que nao surgiriam naturalmente (veja
a revisao por Kawall, 2019). Como detalhado
abaixo, as técnicas descritas podem ser usadas
para realizar uma ou vdrias alteragdes que
superam as barreiras naturais de reprodugao
ou recombinacgao.

Uma das principais vantagens para aqueles
que desenvolvem OVMs ¢é a capacidade de
usar a edicao do genoma para realizar alte-
racOes simultaneas ou sucessivas no material
genético, uma aplicagdo denominada mul-
tiplexagdo. Muitas caracteristicas vegetais
dependem de uma multiplicidade de genes.
Astécnicas de CRISPR, TALENS, ZFNs e MNs
oferecem agora um meio para alterar muitos
genes de uma so vez, ou muitas copias de um
mesmo gene (bem como paralogos), o que
ainda nao foi alcangado com a reprodugao
convencional, a mutagénese quimica ou téc-
nicas transgenicas (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 alteracdo de todas as cdpias de um
gene ¢ muito relevante no caso das espécies
vegetais, pois muitas delas possuem multiplas
copias de um gene como resultado de poli-
ploidia (a presenga de mais de duas cdpias de
cada cromossomo) ou redundancia genética
(multiplas copias de um mesmo gene). Nem
a reprodugao convencional nem as mutagoes
naturais sdo capazes de alterar todas as copias
de uma sequéncia genética. Embora ainda nao
tenha sido demonstrada a multiplexacao de
diferentes genes ou multiplas copias de um
gene pelo uso da ODM, tais alteracoes sao
possiveis em teoria (Jansing et al., 2019).

A edicao do genoma permite ainda gerar mu-
tagOes em regides do genoma que sao normal-
mente protegidas por mecanismos naturais de
reparo do DNA. A variacao genética ocorre
naturalmente nos organismos como resultado
de muitos mecanismos. As mutagoes podem
surgir espontaneamente como resultado de
fatores ambientais externos, como a radiagao
solar ultravioleta ou a exposic¢ao a substan-
cias mutagénicas, ou internos, em razao de
erros durante a replicagaio do DNA ou por
subprodutos mutagénicos do metabolismo,
tais como as espécies reativas de oxigénio. As
mutagOes decorrentes de tais fatores resultam
no recrutamento de mecanismos de reparo
que protegem preferencialmente regioes
particulares do DNA, como as que contém
genes. Tais mecanismos de reparo servem para
evitar o acimulo excessivo de mutagdes em
regioes do DNA onde as sequéncias precisam
ser conservadas para manter as suas fungoes
essenciais — por exemplo, as sequéncias que
codificam genes. Dessa forma, as técnicas de
edicao de genoma se sobrepdem aos mecanis-
mos de reparo enddgeno, permitindo alterar
sequéncias genéticas normalmente conser-
vadas. Além disso, ha evidéncias de que as
mutacOes resultantes de técnicas de edicao
do genoma nao sao reparadas pelos mesmos
processos naturais, havendo altas taxas de
erros nos reparos de mutagoes induzidas por
CRISPR (Brinkman et al., 2018). Os sistemas
CRISPR/Cas tém sido usados para modificar
sequéncias conservadas — por exemplo,
quando aplicados as tecnologias de genéti-
ca dirigida (gene drive) (Kyrou et al., 2018).
Também foi demonstrado que as TALENS,
assim como as ZFNs, sdao capazes de alterar
sequéncias conservadas (Suzuki et al., 2013;
Bilichak et al., 2020).

A variagao genética natural também ocorre
durante a meiose, a producao de gametas
como espermatozoides e dévulos. A meiose,
um processo bioldgico fundamental, é respon-
savel por gerar variagao genética nos organis-
mos de reproducao sexuada por recombinar o
contetido genético recebido de ambos os pro-
genitores. O intercambio de material genético
entre os cromossomos durante este processo
ocorre de maneira nao aleatdria, em regides
definidas dos cromossomos, denominados
pontos criticos (hotspots) de recombinagao.
Por outro lado, a edigao do genoma permi-
te alterar o DNA em regides consideradas
‘pontos frios” (coldspots), superando estas



limitagOes naturais. As técnicas de CRISPR/
Cas tém sido usadas para superar os efeitos
de associagao, nos quais os genes desejaveis
sao ligados a genes indesejaveis em regides de
baixa recombinacao (Roldan et al., 2017; Soyk
et al., 2017). Além disso, o método CRISPR
esta sendo explorado para manipular eventos
de recombinacao meidtica a fim de aumentar
a diversidade genética das culturas, embora
esta drea pareca estar em suas fases iniciais
de pesquisa e desenvolvimento (Taagen et
al., 2020).

Em resumo, todas as técnicas de edicdo do genoma
permitem superar as barreiras naturais de reprodu-
¢do e recombinagdo por uma série de mecanismos,
além de ndo serem técnicas utilizadas nos sistemas
de reproducio e selegio tradicionais — e, portanto,
atendem ao critério 3.
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