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Since 1953, interest in gene cloning and mutation has been increasing. Since
then, scientific advances have included the discovery of the DNA double
helix, nuclear transfer in amphibians, the cloning of mammalian animals, and
the development of CRISPR-Cas9 technology, currently considered the most
advanced and promising. This technology has expanded the possibilities for
medical, agricultural, and scientific applications, but it has also introduced
challenges and difficulties. Among these are limitations and risks related to
serious DNA mutations, as well as political, social, and ethical issues and
debates. Thus, this article presents a literature review aimed at clarifying the
evolution of studies on gene cloning and CRISPR-Cas9 gene editing, as well
as discussing the ethical aspects associated with this innovation. Therefore,
although the pursuit of genetic cloning and mutation  has grown
exponentially, it also brings risks, limitations, and important ethical and moral
discussions.

Introducao

A compreensio da estrutura do DNA, proposta
por James Watson e Francis Crick em 1953, foi uma das
pioneiras para o desenvolvimento das técnicas de
manipulacio genética. A partir desse avanco, estudos ao
longo das décadas seguintes possibilitaram o
desenvolvimento de métodos de clonagem e transferéncia
nuclear, demonstrando que o material genético pode ser
isolado, transferido e reprogramado.'

Esses avangos alcangam marcos importantes, como a
edigdo e clonagem de genes de organismos a partir de células
diferenciadas, tornando evidente que o genoma mantém sua
informagdo  essencial mesmo apds  processos de
especializacdo celular. Essas descobertas impulsionaram o
desenvolvimento da biotecnologia moderna e abriram
caminho para técnicas mais avancadas da engenharia
genética.'

Com o avango da biologia molecular, técnicas como
a mutacdo, clonagem genética e a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), método que permite a amplificacdo
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exponencial de fragmentos especificos de DNA, conforme
apresentado na Figura 1, tornaram possivel a analise,
amplificagdo ¢ manipulacdo do material genético de forma
mais eficiente e precisa. Essas ferramentas incentivam e
promovem estudos sobre regulagdo génica e possibilitam
aplicacdes importantes na medicina e na industria, como a
producdo de proteinas recombinantes (por exemplo, insulina

humana) e o desenvolvimento de vacinas." >3 *

Figura 1. Etapas da PCR: desnaturagdo do DNA,
ligag@o dos primers e extensdo pela DNA polimerase.
Extraido da referéncia 4.
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Nesse contexto, em 2020, o prémio Nobel de
quimica foi concedido a Emmanuelle Charpentier e Jennifer
Doudna por desenvolverem a tecnologia CRISPR-Cas9, uma
ferramenta revolucionaria sobre genética. Essa técnica
funciona como uma “tesoura molecular”, permitindo cortar e
modificar o DNA em locais especificos e possui aplicacdes
promissoras na medicina, na agricultura e na ciéncia em
geral.*

Diante desse cenario, a mutagdo de genes tem
ganhado destaque devido a sua inovagdo. No entanto, também
levanta importantes questdes €ticas e sociais, especialmente
no que diz respeito a manipulagdo genética. Assim, este artigo
tem como objetivo discutir a evolugdo dos estudos
relacionados a clonagem de genes, com é&nfase no
desenvolvimento da tecnologia CRISPR-Cas9, bem como
analisar os limites éticos associados a essas praticas.

Metodologia

O presente artigo caracteriza-se como uma pesquisa
qualitativa, baseada em revisdo bibliografica, com o objetivo
de analisar a evolugdo das técnicas de edicdo e clonagem
genética e o desenvolvimento da tecnologia CRISPR-Cas9,
bem como suas implicagdes éticas.

A coleta de dados foi realizada por meio de
levantamento de artigos cientificos e publica¢cdes académicas
disponiveis em bases de dados confidveis, como Google
Scholar, PubMed ¢ SciELO. Foram selecionados trabalhos
relevantes relacionados a clonagem de genes, técnicas de
biologia molecular, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase,
e a tecnologia CRISPR-Cas?9.

Os critérios de inclusdo envolveram publicagdes que
abordassem o desenvolvimento historico das técnicas de
manipulacdo genética, suas aplicagdes praticas ¢ discussoes
sobre aspectos éticos. Foram priorizados artigos mais
recentes. Foram excluidos da analise trabalhos com
informagdes desatualizadas ou que ndo contribuiam
significativamente para a compreensdo da evolugdo das
técnicas de manipulagdo genética também foram descartados,
priorizando-se contetidos mais recentes e relevantes para a
discussdo proposta.

Apos a selecdo, os materiais foram analisados de
forma critica e comparativa, buscando identificar os
principais avangos cientificos, aplicagdes e limitagdes das
técnicas estudadas. Além disso, foi realizada uma andlise

reflexiva sobre as questdes éticas envolvidas, considerando
diferentes perspectivas presentes na literatura.

Por fim, as informacdes foram organizadas de
maneira sistematica, permitindo a constru¢do de uma
discussdo integrada sobre a evolucdo da clonagem de genes e
os impactos da tecnologia CRISPR-Cas9 na ciéncia
contemporanea.

Dessa forma, a metodologia adotada permite
explorar tanto os aspectos técnico-cientificos quanto as
dimensdes éticas e sociais da clonagem, atendendo ao
objetivo de fornecer uma visdo integrada e didaticamente
clara sobre o tema.

Resultados e discussao
Evolucio da clonagem

A estrutura em dupla hélice do DNA foi descoberta
por James Watson e Francis Crick, em 1953, e foi primordial
para estabelecer as bases para o desenvolvimento das técnicas
de manipulacdo genética. A partir desse avango, estudos
realizados ao longo das décadas, especialmente a partir da
década de 1950, possibilitaram o desenvolvimento de
métodos de transferéncia nuclear e clonagem.'

Com isso, experimentos pioneiros realizados em
1952 por Robert Briggs ¢ Thomas King demonstraram a
possibilidade da transferéncia nuclear em anfibios.
Posteriormente, em 1962, John Gurdon evidenciou que
células diferenciadas, ou seja, especializadas, como: célula da
pele, célula muscular, célula intestinal, mantém a informagéo
genética necessaria para o desenvolvimento completo de um
organismo.'

Outros avangos ocorreram em 1984, com
experimentos em mamiferos realizados por James McGrath e
Davor Solter, que indicaram limitagdes relacionadas a perda
de totipoténcia celular, que nada mais é que capacidade que
uma célula tem de originar um organismo completo, incluindo
todos os tipos celulares e também
extraembrionarias. Esse cenario foi transformado em 1996
com o nascimento da ovelha Dolly, o primeiro mamifero
clonado a partir de células somaticas adultas, consolidando a
possibilidade de reprogramacdo celular e impulsionando o

avango da biotecnologia moderna. ">

estruturas
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Clonagem molecular e aplicacdes

Com o avancgo das técnicas de biologia molecular, e
principalmente a clonagem molecular, a tecnologia do DNA
recombinante, o uso de vetores plasmideos ¢ a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), foi possivel aumentar de forma
impressionante a eficiéncia dos experimentos ¢ das aplicagdes
biotecnolégicas.®

Antes dessas tecnologias, manipular genes era um
processo lento, caro e muitas vezes impreciso. A clonagem
molecular permitiu isolar e amplificar genes especificos,
inserindo-os em vetores como os plasmideos. Esses pequenos
circulos de DNA levam o gene de interesse para dentro de
bactérias ou outros organismos, onde ele pode ser produzido
em larga escala.” Ja a PCR, especialmente a PCR em tempo
real (qPCR), ¢ de extrema importancia para a deteccdo e a
quantificagdo de DNA e RNA, pois permite amplificar
milhdes de copias de uma sequéncia a partir de uma
quantidade minima de material bioldgico. Isso trouxe muito
mais rapidez, sensibilidade e precisdo.

Essas técnicas viabilizaram a producdo de proteinas
recombinantes de interesse médico e industrial. Um exemplo
¢ a producdo de insulina recombinante, em que, antes, a
insulina era extraida do pancreas de animais, o que era caro e
podia reacdes alérgicas. Hoje, com o DNA
recombinante, o gene da insulina humana ¢ inserido em um
plasmideo, que ¢ colocado dentro de bactérias como a
Escherichia coli. Essas bactérias passam a produzir insulina
humana idéntica a natural, de forma pura, segura e em grande
quantidade.®

causar

Dessa  forma, a  tecnologia
desenvolvimento de vacinas recombinantes. Em vez de usar o
virus inteiro (atenuado ou inativado), os cientistas podem
inserir em vetores apenas o gene que codifica uma proteina
especifica do patdogeno. Essa proteina é produzida em
laboratério e usada para estimular o sistema imunologico,
gerando prote¢do sem risco de causar a doenga. Exemplos
incluem vacinas contra hepatite B e HPV.?

permitiu 0

Além disso, uma enorme variedade de proteinas
recombinantes foi produzida para diferentes finalidades:
hormdnios como o hormoénio do crescimento humano (hGH)
e a eritropoetina (para tratar anemia); anticorpos monoclonais
usados no tratamento de cancer e doengas autoimunes;
enzimas industriais aplicadas na fabricacdo de alimentos,
como amilases e proteases; e até fatores de crescimento
usados na regeneragdo de tecidos.®®

Tudo isso foi possivel gragas a combinagdo entre
clonagem, vetores plasmidios, DNA recombinante ¢ PCR,
que tornaram a engenharia genética mais acessivel, rapida e
precisa, trazendo beneficios diretos para a satide, a agricultura
¢ a industria.”

CRISPR-Cas9 como avanco da clonagem

O desenvolvimento da tecnologia CRISPR-Cas9
representa um dos maiores avancos da biologia molecular nas
ultimas décadas. Originalmente descoberto
mecanismo de defesa de bactérias contra virus, esse sistema

como um

foi transformado em uma ferramenta importante e de grande
impacto para edi¢do do genoma. Esse conhecimento veio com
a concessdo do Prémio Nobel de Quimica de 2020 para
Jennifer Doudna e Emmanuelle Charpentier, que foram
fundamentais para transformar o CRISPR-Cas9 em uma
tecnologia programavel e acessivel.’

A CRISPR-Cas9 funciona como uma "tesoura
molecular" guiada por um RNA. O sistema utiliza uma
enzima chamada Cas9 e um pequeno RNA guia que ¢é
programado para reconhecer uma sequéncia especifica do
DNA. Quando o RNA guia encontra essa sequéncia no
genoma, a Cas9 realiza um corte preciso no local desejado,
permitindo que os cientistas removam, modifiquem ou
substituam pedagos do DNA com alta eficiéncia, precisdo e
baixo custo em compara¢do com técnicas anteriores.”° Apds
o corte no DNA, a célula pode repara-lo por dois mecanismos
principais, sendo eles a jun¢do de extremidades ndo
homologas (NHEJ), que pode causar pequenas inser¢des ou
delegdes, e o reparo dirigido por homologia (HDR), que
utiliza uma sequéncia molde para promover alteracdes
precisas no DNA.® Esse sistema est evidenciado na Figura 2.
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Figura 2. Funcionamento esquematico do sistema
CRISPR-Cas9 na edi¢do genomica. Extraido da referéncia 9.
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Quando comparamos o CRISPR-Cas9 com as
técnicas anteriormente mencionadas de edi¢do gendmica, €
evidente a evolugdo que essa nova tecnologia trouxe. Métodos
mais antigos exigiam que os pesquisadores projetassem
proteinas especificas para cada sequéncia de DNA que se
desejava modificar. Isso tornava o processo demorado, caro e
tecnicamente dificil. O CRISPR-Cas9, por outro lado, utiliza
um simples RNA guia para levar a enzima Cas9 até o local
desejado no DNA. Basta alterar 20 letras do RNA para
redirecionar o sistema para praticamente qualquer sequéncia
do genoma.’

Uma das simplicidades dessa técnica ¢ a precisdao. O
sistema so corta 0 DNA quando encontra uma sequéncia alvo
que combine com o RNA guia e que esteja ao lado de um
pequeno sinal chamado PAM. Isso reduz bastante a chance de
cortes em lugares errados. A segunda vantagem ¢ a facilidade
de uso. Hoje, qualquer laboratério de biologia molecular
consegue usar o CRISPR-Cas9 sem precisar de equipamentos
muito caros e sofisticados ou conhecimentos especiais de
engenharia de proteinas. A terceira vantagem € o custo.
Enquanto os métodos antigos podiam custar milhares de
dolares e levar meses para funcionar, o CRISPR-Cas9 ¢ muito
mais barato e pode ser testado em poucos dias. '

Essa tecnologia causou um grande impacto na
pesquisa cientifica. Na area da clonagem, por exemplo, o
CRISPR-Cas9 permite que cientistas editem células somaticas
com precisdo antes mesmo de realizar a transferéncia nuclear.
Isso significa que ¢ possivel gerar animais clonados com
mutacdes especificas de forma direta, sem a necessidade de
cruzamentos prolongados. Em animais, a criagdo de
camundongos knockout, que antes levava anos, agora pode
ser feita em poucos meses. Na agricultura, ja existem plantas
editadas com maior resisténcia a pragas, melhor rendimento
de graos e maior valor nutricional. Na medicina, o sistema
estd sendo testado em ensaios clinicos para tratar doengas
genéticas como anemia falciforme e certos tipos de cegueira
hereditaria.> °

E indubitdvel que a tecnologia ainda apresenta
desafios. Um dos principais ¢ evitar os chamados efeitos fora
do alvo, ou seja, cortes em locais parecidos, mas nao
idénticos, ao alvo desejado. Pesquisadores ja desenvolveram
versdes melhoradas da Cas9, como a SpCas9-HF1, que
mantém a eficiéncia, mas reduzem bastante os cortes
indesejados. Outro desafio ¢ a entrega do sistema dentro do
corpo humano para terapias génicas, um problema que esta
sendo atacado com o uso de nanoparticulas e virus
modificados.* % 01!

Limitacoes e riscos

Um dos maiores riscos da edigdo gendmica é que as
ferramentas como CRISPR/Cas9 podem cortar o DNA no
lugar errado. Esses erros, chamados de off-target, podem
mutacdes acidentais em genes importantes,
aumentando o risco de cancer ou perda de fungdo celular.' '?

causar

Além disso, estudos recentes mostram que o
CRISPR pode causar ndo apenas pequenas mutagdes, mas
também grandes alteragdes no DNA, como dele¢des enormes,
perda de cromossomos inteiros e até rearranjos perigosos
como translocagdes. Esses problemas sdo ainda piores quando
se usam certas substincias para tentar melhorar a edigdo."!

Além dos erros no DNA, a edigdo gendomica pode
causar outros problemas bioldgicos, em que a entrega das
ferramentas de edi¢do, muitas vezes feita com virus, pode
provocar reagdes do sistema imunologico. O corpo pode
atacar as proteinas usadas, como a Cas9, causando inflamagdo
ou rejeigdo."?

Outro risco importante ¢ que o processo de edigao
ativa a proteina p53, que controla danos no DNA. Isso pode
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matar as células editadas ou, pior, selecionar células mutantes
que escapam do controle e podem virar cincer."

Questdes éticas

A edigdo genomica utilizando o sistema
CRISPR-Cas9 tem gerado grandes expectativas na ciéncia,
mas também levanta sérias questdes éticas, especialmente
quando aplicada & linhagem germinativa humana. A
modificagdo de embrides humanos riscos
significativos, incluindo mutagdes fora do alvo (off-target),
mosaicismo e até mesmo perda de cromossomos inteiros, o
que torna a técnica ainda insegura para uso clinico. '? Estudos
iniciais com embrides humanos mostraram baixa eficiéncia na
corregdo precisa de muta¢des, com menos de 10% das células
apresentando a alteragdo desejada, enquanto efeitos
indesejados eram muito mais comuns. " Essas limitagdes
técnicas levaram a comunidade cientifica a defender uma
discussdo moral sobre a edi¢do hereditaria, recomendando
que pesquisas basicas continuem, mas que a criagao de "bebés
geneticamente modificados" seja evitada até que critérios
rigorosos de seguranca e eficicia sejam atendidos.'> '

envolve

O caso mais simbolico do uso prematuro dessa
tecnologia ocorreu em 2018, quando um pesquisador chinés
anunciou o nascimento de duas gémeas com o gene CCRS5
editado para supostamente conferir resisténcia ao HIV. Esse
evento foi amplamente condenado pela comunidade
internacional, ndo apenas pela falta de seguranga, mas
também pela auséncia de justificativa médica e pelo
consentimento inadequado dos pais. '° Dessa forma, a edigdo
da linhagem germinativa s6 poderia ser eticamente aceitavel
para prevenir doencas graves sem alternativas razoaveis, o
que ndo era o caso. Além disso, a criagdo de bebés
geneticamente modificados sem supervisdo regulatoria
representa um desvio €tico grave, pois expde criangas a riscos
desconhecidos sem beneficio direto comprovado.'* '°

Outra preocupagdo central ¢ a desigualdade no
acesso a tecnologia. A edi¢do gendmica hereditaria, quando
se tornar segura, provavelmente sera um procedimento caro,
acessivel apenas a populagdes e paises e cidadaos com
recursos financeiros mais elevados. Isso pode aprofundar
ainda mais a desigualdade em relagdo a entre classes
socioecondmicas, criando um novo estilo de elite, enquanto a
maioria da populagdo permanece sem acesso.'* '* Assim, &
estimado que, nos Estados Unidos, apenas cerca de 100
nascimentos por ano poderiam se beneficiar da edicdo
germinativa para casos sem alternativas, mas se a tecnologia
for ampliada para outras indicagdes, milhdes de casais

poderiam buscar o procedimento, ainda que de forma
desigual.'

Diante desses desafios, a pergunta que se impoe ¢ até
onde ¢é aceitavel modificar o genoma humano. Especialistas
sugerem que existem limites importantes. O primeiro ¢ a linha
ténue entre limite terapéutico e aperfeicoamento, em que,
enquanto a corre¢do de mutagdes que causam doengas graves
pode ser justificada pelo principio da beneficéncia, o uso da
edi¢do para "melhorar" caracteristicas humanas, como altura,
inteligéncia ou capacidade atlética, ¢ amplamente rejeitado
por falta de consenso sobre o que constitui uma melhoria e
pelo risco de resgatar praticas eugenistas. '° O segundo limite
¢ o da seguranga. Até que a edicdo germinativa alcance
eficacia comparavel a outras tecnologias reprodutivas,
qualquer aplicagdo clinica violaria o principio da nao
maleficéncia, j4 que os riscos superam os beneficios
potenciais. '* Outro limite diz respeito ao consentimento das
futuras geracdes, que ndo podem autorizar as alteragdes
genéticas que lhes serdo impostas. Por tltimo, ha o limite da
diversidade genética humana, que ¢ algo fundamental para a
adaptac@o da espécie, eliminar certas variantes genéticas sem
entendimento profundo sobre suas fungdes em diferentes

contextos  ambientais  pode
12-15

trazer  consequéncias

imprevisiveis.

Conclusoes

A trajetéria da biologia molecular, desde a
elucidacdo da estrutura do DNA por Watson e Crick até o
desenvolvimento da revolucionaria tecnologia CRISPR-Cas9,
demonstra um notavel avango na capacidade humana de
manipular a vida em seu nivel mais fundamental. Conforme
evidenciado, os marcos historicos, da transferéncia nuclear
em anfibios a clonagem da ovelha Dolly, passando pelo
aprimoramento da clonagem molecular e da PCR,
construiram, de forma gradativa, a base para as ferramentas
de edi¢do gendmica atuais.

O CRISPR-Cas9,
limitagdes de técnicas anteriores em precisdo, custo e

em particular, superou as
acessibilidade, com aplicagcdes promissoras na medicina,
agricultura e industria. No entanto, a analise também revela
desafios significativos. As limitagdes técnicas, como o0s
efeitos off-target ¢ grandes rearranjos cromossomicos, junto
aos riscos bioldgicos, impdem barreiras concretas para a
aplicacdo clinica segura.

Mais  profundamente, as questdes éticas,
especialmente a edicdo da linhagem germinativa humana,
exemplificada pelo caso das gémeas editadas na China, e o
risco de ampliacao das desigualdades sociais, exigem uma
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reflexdo cuidadosa. Os limites entre o terapéutico € o
melhoramento, a necessidade de consentimento das futuras
geracdes ¢ a preservagdo da diversidade genética humana sio
principios que ndo podem ser negligenciados.

Assim, conclui-se que, embora a tecnologia de
edigdo genética represente um dos maiores feitos cientificos
do século XXI, sua aplicagdo responsavel depende tanto de
avangos técnicos continuos para reduzir riscos quanto de um
amplo, democratico e internacional debate ético-regulatorio.
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