Edicao dirigida do genoma por CRISPR/Cas9: uma
nova tecnologia para o melhoramento de plantas

Oeber de Freitas Quadros’, José Aires Ventura?, Antonio Alberto Ribeiro Fernandes?, Patricia Machado
Ribeiro Fernandes*

Resumo - A edigdo genética de plantas pelos sistemas CRISPR e principalmente pelo CRISPR/Cas9 tem
proporcionado uma nova revolugdo nos trabalhos de melhoramento genético garantindo a alteracao do progresso
da pesquisa biotecnologica. As grandes vantagens desta tecnologia sao a capacidade para a alteragao de regioes
especificas do DNA, a customizagao do sistema e o baixo custo dos insumos necessarios para edi¢ao, quando
comparados com outras metodologias através da modulagao de genes-alvo envolvidos no metabolismo da planta,
imunidade e tolerancia ao estresse para gerar culturas com as melhorias desejadas. O LBAA/UFES e o Incaper tém
desenvolvido pesquisas de protedmica e transcriptdmica do mamoeiro com foco nessas tecnologias. Os resultados
ja alcangados tém possibilitado estratégias de edigao do mamoeiro por CRISPR/Cas9. Sobre os aspectos legais,
o Departamento de Agricultura dos EUA se posicionou favoravel a tecnologia, e alimentos editados por CRISPR/
Cas9 ja foram liberados para comercializacdo. No Brasil, a CTNBio vem discutindo a questdo sobre as técnicas
inovadoras de melhoramento de precisdo, em que se enquadram estas novas tecnologias de edicao genética.
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Genome editing by CRISPR/Cas9: a new technology for plant
improving

Abstract - Genome editing known as CRISPR/Cas9 has provided a new emerging genetic revolution that assures
the change in the progress of biotechnological research. The great advantages of this technology are the ability to
change specific DNA regions, system customization and the low cost of the inputs required for editing, compared
to other methodologies through modulation of target genes involved in plant metabolism, immunity and stress
tolerance to generate crops with the desired improvements. LBAA/UFES and INCAPER have developed research on
proteomics and transcriptomics of papaya. The results already achieved have enabled papaya editing strategies
by CRISPR/Cas9. As to the legal aspects, the US Department of Agriculture has positioned itself in favor of this
technology, and food edited by CRISPR/Cas9 has already been released for sale. In Brazil, CTNBio has been
discussing the issue of the innovative precision improvement techniques, in which these new genetic editing
technologies fit.
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INTRODUGAO consumo de frutas representam parte importante,
estandoassociadoa melhoriadasadde dapopulacao.

O ser humano sempre buscou melhorias na
producao dealimentos. Porexemplo,aespigade milho,

0 agronegocio tem sido um dos principais pilares
da economia brasileira, contribuindo com o produto
interno bruto (PIB) do Pais e onde a producao e o
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vigorosa e cheia de graos amarelos homogéneos que
conhecemos hoje surgiu a partir de outra graminea:
0 teosinto. Hd muito tempo se percebeu que as
melhores espigas deveriam ser usadas como matrizes
para o replantio. Durante milénios, a domesticacao do
milho foi realizada pela selecao artificial. Uma recente
analise do transcriptoma do milho e do teosinto
revelou o resultado desta sele¢ao: mais de 1.000
genes com expressao significativamente alterados,
que podem ter contribuido para a evolugao do milho
(SWANSON-WAGNER et al., 2012).

Com a avanco cientifico, a identificacao e
manipulagdo dos genes de interesse deram um
grande salto: transformacao genética de plantas.
Na década de 1980, surgiram os primeiros vegetais
transgénicos, e em 1994, o primeiro alimento
geneticamente modificado - o tomate Flavr Savr. O
termo transgénico refere-se a um organismo que
recebeu um gene de outro organismo doador, que
pode ser de outra espécie do mesmo género ou até
mesmo de um reino diferente.

A Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga
(CTNBio), (CTNBio, 2018), de 1998 até 04/05/2018, ja
aprovou 78 plantas geneticamente modificadas para
comercializagao, sendo: 16 de soja, 44 de milho, 15
de algodao, 1 de feijao, 1 de eucalipto e 1 de cana-
de-aglcar. Atualmente, 96% da soja, 88% do milho
e 78% do algodao aqui plantados sao geneticamente
modificados, principalmente resistentes a herbicidas
e/ou a insetos (CIB, 2018).

Um relatorio apresentado pela Academia
Nacional de Ciéncias, Engenharia e Medicina dos
Estados Unidos (NASEM, 2016) considera seguro
o consumo dos alimentos transgénicos, pois ja se
passaram mais de 20 anos de sua utilizacao e nao
foram encontradas evidéncias que correlacionem
um maior risco no consumo de transgénicos
em comparacao com plantagoes convencionais.
Entretanto, ainda existem em diferentes segmentos
da sociedade questionamentos criticos em relacao
aos alimentos transgénicos.

Sao varias as possibilidades de melhoramento
genéticos de plantas. Os principais desafios

econdmicos e agronomicos enfrentados pelos
agricultores sao o controle de doencas e pragas, bem
como o comportamento de tolerancia das plantas em
condicoes climaticas adversas. Quanto a tolerancia
ao estresse abiotico, os dois principais objetivos
sao obter tolerancia aos herbicidas e ao estresse
ambiental natural, tais como, calor, frio, salinidade
e seca. Com o melhoramento vegetal, tanto pelas
estratégias convencionais, quanto os mais recentes
métodos moleculares e de engenharia genética, as
pesquisas tém buscado aumentar a produtividade e
producao agricola.

Este trabalho objetiva realizar uma abordagem
sobre a nova ferramenta para o melhoramento de
plantas: a edicao dirigida do genoma por CRISPR/Cas9.

NOVAS ALTERNATIVAS PARA MELHORAMENTO
GENETICO DE PLANTAS

Com o surgimento de novas metodologias de
sequenciamento, mais rapidas e baratas, muitos
vegetais tiveram seus genomas sequenciados e
anotados em bancos de dados on-line, gerando
metadados de informacao. Paralelamente, novas
abordagens biotecnologicas tém permitido uma
revolucao, capaz de transformar ciéncia basica em
aplicada e personalizada.

Neste sentido, a “edicdao génica dirigida” & uma
abordagem moderna para a modificacao do genoma,
que tem emergido como uma alternativa aos métodos
de melhoramento classico e transformacao genética
para gerar novas cultivares e assegurar a producao
de alimentos.

Estas novas Técnicas Inovadoras de Melhoramento
de Precisdo (TIMPs) permitiram que pesquisadores
fizessem modificacoes precisas no DNA, em
praticamente qualquer organismo que desejassem,
sem a necessidade de fazer a introducao de genes
de outras espécies. A edicao genomica de plantas de
interesse econdmico tem avancando rapidamente.

Das estratégias de edicao génicas, a que tem sido
mais utilizada é aquela que provoca uma delecao
do DNA em um local especifico. Caracteristicas
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indesejadas do genoma sao inativadas com esta
quebra e que, ap6s um mecanismo de reparo
natural das células, as caracteristicas indesejadas
desaparecem completamente.

Dentre as metodologias para edi¢ao génica,
destacam-se a “Nucleases Dedo de Zinco” (ZFN -
Zinc Finger Nuclease), “Nucleases Baseadas como
Ativadores de Transcricao” (TALEN - Transcription
Activator - Like Effector-Based Nucleases) e o
“Sistema de Repeticoes Palindromicas Curtas
Agrupadas e Regularmente Interespagadas
associada a enzima nuclease Cas9” (CRISPR/Cas9 -
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats/Cas9). Essas novas tecnologias podem ser
usadas para introduzir, remover ou substituir um ou
mais nucleotideos especificos em um local desejado
no genoma do organismo.

As nucleases TALEN e ZFN sao enzimas
quimeéricas (fusdao de mais de um tipo de enzima)
que sao capazes de se ligar e de cortar o DNA.
Elas sao fabricadas de acordo com as sequéncias
especificas do genoma que se deseja inativar.
Entretanto, a fabricacao das enzimas TALEN e ZFN
sao relativamente caras, e a personalizacao de
novas enzimas para cada mudanca que se deseja
criar no DNA é um processo complicado.

Enzima Cas9

Sequéncia alvo
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A tecnologia de edicao génica por CRISPR/
Cas9 tem-se destacado devido a sua versatilidade
e simplicidade de manuseamento em laboratério
e pela sua simplicidade tem sido matéria de capa
de varias revistas cientificas e também em jornais
populares. A descoberta foi por acaso, surgida a partir
de uma curiosidade: algumas bactérias usadas na
fabricacao de iogurte nao eram atacadas por virus.
Foi verificado que um mecanismo de defesa destas
bactérias sintetizava uma enzima chamada “Cas9” e
duas fitas de RNA “guias”, que juntos reconhecem e
cortam o DNA do virus (Figura 1). Em seguida, os varios
fragmentos do DNA do virus sao guardados no genoma
da bactéria, como uma “memoria da infeccao”.

Além da Cas9, também foram descobertas outras
nucleases no sistema CRISPR, como Cpf1 e Casl3a
(anteriormente C2c2), que, apesar de apresentarem
semelhangas no mecanismo, existe uma grande
variacao nos sistemas CRISPR/Cas encontrada em
diferentes bactérias (Figura 2). Em comparagdao com
CRISPR/Cas9, no sistema CRISPR/Cpf1 existe uma
Unica fita de crRNA; a regiao PAM é formada por uma
sequéncia TTTN e o corte do DNA alvo é realizado
em aproximadamente 18 a 23 pares de bases a
jusante do local PAM, induzindo um corte coesivo
no local do DNA alvo. Em CRISPR/Cas13a o alvo de

\ crRNA
(protoespacador)

PAM (motivo adjacente
ao protoespacador)

Figura 1. Esquema do reconhecimento e clivagem da sequéncia alvo pela enzima Cas9. Para o sistema CRISPR agir sao
necessarias duas fitas de RNAs: tracRNA e crRNA; que juntas funcionam com guias para a enzima Cas9. Um detalhe
principal em CRISPR/Cas9 é a necessidade do sistema reconhecer a sequéncia alvo do corte. Sendo assim crRNA
pode ser customizada de acordo com a regiao do DNA que se deseja cortar. Outra particularidade é que o alvo
deve ser 3 nucleotideos a montante da sequéncia NGG, chamada de regidao PAM.

Fonte: Adaptado de FERNANDES, 2018.
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clivagem nao é o DNA e sim o RNA. Outra diferenca
em Cas13a é a regiao PFS (sequéncia flanqueadora
do protoespacador), que é analoga a sequéncia PAM
para Cas9 e consiste em um {nico par de bases A,
U ou C. A existéncia de variantes raras implica que
tipos e subtipos adicionais ainda precisam ser
caracterizados (MAKAROVA et al., 2015).

O grande interesse suscitado pela tecnologia
CRISPR/Cas9 é ser facilmente programavel para
reconhecer e clivar sitios especificos de um gene
alvo e, portanto, passivel de ser usada para edigao
de genomas.

No sistema CRISPR/Cas9 nao ha necessidade de
cortar genes de animais ou bactérias e colocar dentro
de plantas. Nesta tecnologia, para realizar mudancas
de interesse, os codigos genéticos das plantas sao
reeditados em regides especificas.

Em teoria, com esta técnica é possivel modificar
qualquer gene de interesse. Sendo assim, os cientistas
podem utilizar o sistema CRISPR/Cas9 para modificar
com precisao a sequéncia do genoma de qualquer
organismo de forma mais rapida, mais barata,
precisa e altamente eficiente na edicao de genomas
quando comparado com as nucleases TALEN e ZFN,
e € menos controverso que as técnicas de produgao
de transgénicos convencionais (Tabela 1). Ainda é
de longe muito mais preciso do que os cruzamentos
mendelianos, reduzindo em anos ou mesmo décadas o
tempo necessario para desenvolver novas variedades
de culturas para os agricultores (ZHANG et al., 2017).

EEELEEE ) —

.
Figura 2. Diferencas nos sistemas CRISPR/CAs9, Cpf1 e Cas13a. Cada sistema possibilita diferentes estratégias de edicao génica.
Fonte: Adaptado de Zaidi; Mahfouz; Mansoor, 2017 e Abudayyeh, et al, 2016.

A tecnologia CRISPR ja revolucionou as pesquisas
em ciéncias da vida e tem provocado uma verdadeira
corrida biotecnologica aplicada ao agronegocio. O
Instituto de Tecnologia de Massachusetts (MIT) publicou
que a tecnologia CRISPR/Cas9 foi a maior descoberta de
biotecnologia do século (REGALADO, 2016).

Tabela 1. Comparacdo das propriedades das quatro principais
ferramentas de edicao do genoma.

Propriedades ZFNs' TALENs?  CRISPR/Cas?
(2003) (2010) (2012)
Proteinas (n°) 2 2 1+1 RNA
Realizacao Nao muito Facil Muito facil
facil
Custo Producao (€) 5.000 1.000 10
Tempo necessario Meses Semanas Dias

'ZFNs: Zinc-finger nucleases; 2TALENSs: Transcription Activator-Like Effector
Nucleases; *CRISPR/Cas: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats.

Fonte: Bertrand Dagallier-OECD (Comunicagao Pessoal, 2018).

DA FICCAO A REALIDADE: ALIMENTOS JA EDITADOS
POR CRISPR/CAS9

Muitos sdao os desafios relativos a aplicacao de
CRISPR/Cas9. Embora os genomas de muitas plantas
tenham sido sequenciados, a funcao da grande
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maioria dos genes permanece desconhecida. Em
outras palavras, ndao alcancamos o completo nivel
de entendimento das fungoes dos principais genes
de plantas. Entretanto, as analises de dados de
sequenciamento de proxima geragdo (NGS) e os
estudos de associacao genémica ampla (GWAS) tém
possibilitado prever a funcao de muitos genes. Pelo
processo evolutivo e algumas centenas de anos,
mudancas nos genes poderiam ocorrer por mutagoes
naturais. Com a edicao génica orientada por CRISPR/
Cas9, estas modificacdbes genéticas nao foram
consideradas transgénicas.

A aplicacao de CRISPR/Cas9 para a melhoria de
alimentos foi relatada muito recentemente. A maioria
das edicoes génicas ja realizadas usando CRISPR/
Cas9 baseou-se na delecao direcionada do DNA, em
que ocorreu apenas o desligamento de genes nativos,
sem a necessidade de incluir novos genes de outras
espécies:

- O tomateiro é infectado pelo fungo Oidium
neolycopersici, agente causal da doenca do oidio.
0 gene SIMlo1 do tomateiro foi escolhido como alvo
de delecao, porque este gene é o principal causador
da vulnerabilidade ao patoégeno. Como resultado, a
planta editada com a dele¢ao demonstrou resisténcia
ao patogeno Oidium neolycopersici (NEKRASOV et al.,
2017).

- A delecao dos genes SIAGL6 do tomateiro
produziu frutos partenocarpicos com grande
interesse para indlstria de processamento. Esta
nova cultivar de tomateiro apresentou tolerancia a
altas temperaturas, e as plantas foram capazes de
produzir frutos sob condicoes de estresse por calor
(KLAP et al., 2017)

- Desenvolvimento de uma variedade de arroz
que produz de 25% a 31% de graos a mais, através
da modificagao de 13 genes associados na producao
do fitormdnios acido abscisico. Simultaneamente, a
mutacao dos genes que codificam os receptores ABA
de resisténcia a pirabactina 1-like 1 (PYL1), PYL4 e PYL6
ocasionaram o crescimento aprimorado e o aumento
no rendimento de graos no arroz (MIAQ, 2018).

- Em outra pesquisa, uma alteracdo simultanea em
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trés genes de arroz (GW2, GW5, TGW6) que regulam
negativamente o tamanho da semente resultou
no aumento significativos do tamanho e peso da
semente em até 30% (XU et al., 2016).

- O fator de iniciacao da traducdao eucariotica,
elF4E, e sua isoforma, elF4E(iso), desempenham
papéis fundamentais pela célula para a traducao
na sintese proteica. Entretanto, muitos virus de RNA
em plantas se utilizam dos fatores elF4E e elF4E(iso)
para manter sua multiplicacao durante a infeccao.
A inativacao de um dos fatores nao causa danos
aparentes nas plantas. Em pepino, o fator de iniciagao
elF4E foi inativado. Sem este fator disponivel, os virus
testados ndao conseguiram mais causar doencgas no
pepino (CHANDRASEKARAN et al., 2016)

- A alteracao do fator de iniciacdo elF4E(iso) em
mandioca permitiu um aumento da resisténcia a
doenca da mancha marrom da mandioca, provocado
pelo Ipomovirus (GOMEZ et al., 2018).

- A bactéria Xanthomonas citri ssp. citri € o agente
causador da doenca cancro citrico, extremamente
devastadora nos pomares citricos, tanto no Brasil
como em outras regioes produtoras do mundo. A
delegao de diferentes alelos do gene CsLOB1 presentes
em toranja possibilitou o desenvolvimento de frutos
resistentes ao cancro citrico (PENG et al., 2017).

- Cultivares de milho, soja e arroz resistentes
aos herbicidas também foram obtidos através da
edicao dirigida do gene ALS1, responsavel por uma
enzima chave para a biossintese de aminoacidos de
cadeia ramificada e alvo principal para herbicidas
importantes, incluindo clorosulfurao e bispiribaque
sodico (SUN, et al., 2016)

- Em um ensaio de expressao transiente, a
interrupcao do gene TcNPR3, um supressor da
resposta de defesa do cacaueiro, possibilitou um
aumento da resisténcia do tecido foliar a infeccao do
agente etiologico do cacau Phytophthora tropicalis
(FISTER et al., 2018).

- Em arroz, a inativacao dos genes OSSWEET11 e
OsSWEET14 aumentou a resisténcia a Xanthomonas
oryzae pv. oryza causadora da queima do arroz. Ja a
interrupcao do gene OSERF922, maior resisténcia ao
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fungo Magnaporthe oryzae, patogeno da brusone, a
doenca considerada como uma das mais importantes
do arroz (KARKUTE et al., 2017)

- A familia do gene da gliadina do trigo contém
quatro peptideos altamente estimulantes. A
a-gliadina, juntamente com glutenina, formam o
gliten. A a-gliadina é o principal grupo proteico
associado ao desenvolvimento da doenca celiaca.
Recentemente foi apresentando um trigo com baixo
teor a-gliadinas. Esta nova cultivar de trigo sem
gliten poderia ser usada para produzir alimentos
com baixo teor de gliten (SANCHEZ-LEON et al.,
2018).

- No cogumelo comestivel Agaricus bisporus,
genes que codificam a polifenol oxidase sao
responsaveis por uma enzima envolvida no
processo de escurecimento. As delegoes dirigidas
inativando estes genes reduziram a atividade
da enzima, resultando em cogumelos com maior
o tempo de validade nas prateleiras. Este foi o
primeiro organismo editado por CRISPR sem a
necessidade de regulamentacao do Departamento
de Agricultura dos EUA (USDA), 6rgao responsavel
pela autorizagao de producao de alimentos
geneticamente modificados (WALTZ, 2016). Com
um passe livre do governo americano, alimentos
editados por CRISPR chegam ao mercado em tempo
recorde.

- A DuPont Pioneer obteve aprovacao comercial
nos EUA para produzir milho que produz 100%
de amilopectina, de maior valor agregado para
indUstrias de producao de papel. Este milho foi
editado desligando a via da producao de amilose
(WALTZ, 2018). Ressalta-se que, naturalmente, o
milho produz dois tipos de amidos: amilopectina
(75%) e amilose (25%), sendo que este milho foi
editado, desligando-se a via da producao de
amilose.

- No Brasil, estao em desenvolvimento estudos
de edicao génica em soja, algodao, milho e cana-
de-aclcar, visando a obtencao de cultivares
resistentes a pragas e doencas e ainda tolerantes a
estresses ambientais.

PESQUISAS COM MAMAO NO ESPIRITO SANTO

Entre as frutas da pauta de exportacao brasileira,
o mamao (Carica papaya L.) ocupa a sexta posigao
com cerca de 5,4% do total de frutas exportadas
e 2,4% do que o pais produz de mamao. O Brasil
€ o segundo maior produtor de mamao depois
da india, com mais de 1,6 milhdes de toneladas,
produzidas em mais de 32 mil ha, concentrando-
se essa producao nos estados do Espirito Santo,
Bahia e Rio Grande do Norte (VENTURA et al., 2017).

No entanto, um dos principais fatores limitantes
da producao é a suscetibilidade do mamoeiro as
viroses, principalmente o mosaico (PRSV-P) e a
meleira (PMev e PMeV-2).

O Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao
Agronegocio da Universidade Federal do Espirito
Santo (LBAA/UFES), em parceria com o Instituto
CapixabadePesquisa,AssisténciaTécnicaeExtensao
Rural - (Incaper), tem desenvolvido metodologias
para a deteccao e o diagnostico da meleira do
mamoeiro, doenca associada a infeccao dupla
pelos virus PMeV e PMeV2 (ANTUNES et al., 2016).
Nos trabalhos em andamento, os pesquisadores
tém estudado como esse virus interagem com a
planta para desencadear os sintomas da doenca
durante o seu desenvolvimento, principalmente a
exsudacao do latex, principal sintoma da meleira
e usado no manejo dos pomares através do
roguing. Os mecanismos naturais do mamoeiro
em resposta ao estresse gerado pela infecgao tém
resultado em uma ampla obtencao de dados de
protedmica e transcriptdmica (SOARES et al., 2016;
MADRONERO et al., 2018). Tais informacdes tém
contribuido para o planejamento da interacao
planta x patdégeno e da edi¢ao génica pelo sistema
CRISPR/Cas9, visando obter mamoeiros resistes a
doenca.

Tais estratégias poderao ser aplicadas em
quaisquer outras demandas em que a edicao
génica pode ser aplicada. Neste sentido, o LBAA/
UFES produz e mantém cultura de tecidos e
células de mamoeiro, além de mudas em casa em
vegetacao (Figura 3).
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Figura 3. Culturas de tecidos de mamoeiro evidenciando a formacao de calus (A); Mudas de mamoeiro em casa de vegetacao (B).

ASPECTOS LEGAIS

Em ambito internacional, a Convencao sobre
a Diversidade Biologica (CDB) e o Protocolo de
Cartagena sobre Biosseguranca (PCB) estabelecem
parametros para nortear as atividades que envolvem
OGM e derivados.

Em 28 de marco de 2018, a Secretaria de Agricultura
dos EUA, Sonny Perdue, anunciou que o USDA
nao regulamentaria novas variedades de plantas
desenvolvidas com novas tecnologias, como a edicao
do genoma, que produz plantas indistinguiveis
daquelas desenvolvidas por métodos tradicionais de
reproducao. Por outro lado, uma planta que inclui um
gene ou genes de outro organismo, como bactérias,
é considerada um OGM. Essa é outra razao pela qual
muitos pesquisadores e empresas preferem usar o
CRISPR na agricultura sempre que possivel.

Para usar CRISPR/Cas9 em plantas, a abordagem
padrao é inserir o gene “Cas9” e a sequéncia referente
ao RNA guia, que juntos que codificam as “maquinas
de edicao” CRISPR no DNA da célula da planta.
Quando o gene Cas9 estiver ativo, ele localizara e
reescrevera a se¢ao relevante do genoma da planta,
criando a nova caracteristica. Posteriormente, através
de cruzamentos classicos é possivel a obtencao de
plantas editadas sem o gene da Cas9.

Uma questao a ser discutida entre todos os players
do agronegocio, incluindo neste time os legisladores,
a academia, o setor empresarial, os formadores de
opinidao e principalmente os consumidores, é se a
edicao genética deve ser comparada para todos os

fins com a modificacao genética. Esta, no entanto,
nao é uma questao semantica como muitos querem
colocar, mastemsido levantada em debates nacionais
e internacionais para tratar legalmente este tema.

A segunda economia do mundo, a Repdiblica
Popular da China, com um produto interno bruto
de aproximadamente de 14 trilhdes de dolares,
também aderiu ao conceito do “GMO-friendly
polices” que em portugués poderia ser traduzido
como: Uma politica amigavel para os organismos
geneticamente modificados.

A terceira economia do mundo, a comunidade
europeia, com um produto interno bruto de
aproximadamente de 17 trilhdes de dolares (pos-
BREXIT), vem discutindo se adere ao movimento de
afrouxar os regulamentos. De acordo com a corte
Europeia, esta adesao poderia colocar as empresas
europeias de biotecnologia de volta ao jogo.

Nesse sentido, no Brasil, a Lei de Biosseguranca
(Lei n° 11105, de 24.3.2005) e o Decreto 5.591, de
2211.2005, regulamentam o estabelecimento de
normas de seguranca e mecanismos de fiscalizacao
sobre a construcao, o cultivo, a producao, a
manipulagdo, o transporte, a transferéncia, a
importacao, a exportacao, o armazenamento, a
pesquisa, a comercializagao, o consumo, a liberagao
no meio ambiente e o descarte de OGM e derivados
(BORGES, 2018).

A avaliagao de risco é atribuida a CTNBio, ficando
a decisao politica relativa a liberacao comercial a
cargo do Conselho Nacional de Biosseguranca (CNBS),
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e a gestao de risco e a comunicagao de risco sao
compartilhadas por todos os 6rgaos e instituicoes
envolvidas no processo (BORGES, 2018).

As novas ferramentas biotecnologicas envolvendo
microRNAs (miRNAs) e o CRISPR ndo promovem a
construcao de transgénicos no sentido tradicionalmente
conhecido, ja que sao utilizados para expressar ou
silenciar a expressao de um gene de interesse ja
existente na planta, visando introduzir as caracteristicas
desejadas de forma mais precisa (SABLOK et al., 2011).
Considerando o potencial que as novas ferramentas
biotecnologicas podem trazer, ha necessidade de novas
estratégias e um adequado planejamento integrado
para permitir a sua regulamentacao com base cientifica
(BORGES, 2018; FLAVELL, 2017).

Foi apresentado que a utilizagado do CRISPR/
Cas9 pode ocasionar grandes delecoes de 1kb, e o
mecanismo de reparo celular cria arranjos complexos,
levando ao embaralhamento de genes (KOSICKI;
TOMBERG; BRADLEY, 2018). Esta pesquisa foi realizada
com células-tronco embrionarias de camundongos,
células hematopoiéticas de camundongos e uma
linhagem de células cancerigenas humanas. Estes
resultados levam a um debate sobre aimportancia da
investigacao e o aprimoramento datecnologia CRISPR,
da modulagao e adequagao da enzima Cas9 e RNAs
guias e ainda na diversidade de outras nucleases Cas.
Uma técnica chamada edigao por base, por exemplo,
usa um sistema CRISPR modificado para trocar um
nucleotideo do DNA por outro sem cortar o DNA.
Outra alternativa € usar Cas9 inativado fusionado a
outras enzimas, tornando o direcionamento do RNA
guia e o corte no DNA ainda mais especifico (KOSICKI;
TOMBERG; BRADLEY, 2018).

Neste contexto, os trabalhos realizados com a
edicao génica por CRISPR/Cas9 em plantas causam
menor impacto em questdes éticas, pois se em uma
planta for verificada alteracoes genéticas graves, esta
sera simplesmente descartada. Torna-se importante
também a realizacao de testes de alergenicidade e
toxicidade, no sentido de garantir o alimento seguro.

No Brasil, a CTNBio vem discutindo a questao e
em sua Resolugao Normativa N2 16, de 15 de janeiro

de 2018, estabelece os requisitos técnicos sobre as
técnicas inovadoras de melhoramento de precisao,
em que se enquadram estas novas tecnologias de
edicao genética, tais como: nuclease do tipo dedo
de zinco (ZFNs), Nucleases com efetores do tipo
ativador transcricional (TALENs) e, claro, CRISPR,
entre outras. Esta normativa torna claro o conceito
de que estas técnicas diferem fundamentalmente da
transgenia classica. A fundamentacgao para a norma
baseou-se nas leis Lei n2 11105, de 24 de marco de
2005 e a Lei n2 11105, de 2005, que define moléculas
de DNA/RNA recombinante, engenharia genética e
organismo geneticamente modificado (OGM) nos
incisos Ill, IV e V de seu art. 32, respectivamente do
marco legal brasileiro. Em junho de 2018, a CTNBio,
entendeu que a levedura “Excellomol 4.0”, editada
por CRISPR/Cas9, pela empresa GlobalYeast, nao
se enquadra na categoria de OGM, nos termos da
Legislacao Brasileira de Biosseguranca e Resolucao
Normativa N2 16. Este foi o primeiro caso no Brasil
favoravel a liberacao comercial de um micro-
organismo utilizando as TIMPs.

Desta forma, o Brasil deve, com urgéncia, discutir e
implementar mudancas nas diretrizes e legislacao do
marco legal de Ciéncia, Tecnologia e Inovagao, assim
como a Lei de Propriedade Industrial (n2 9.279/96) e
a Lei da Protegao de Cultivares (n2 9.456/97) para se
tornar competitivo neste mercado.

Isto posto, as economias relevantes estao atentas
a disrupcao tecnologica que as técnicas inovadoras
de melhoramento de precisao irao promover, criando
um novo mercado e desestabilizando aqueles que
antes o dominavam, podendo até causar, em curto
prazo, a mudanca de classificacao das nacoes em
relacdo aos seus produtos internos brutos. E o que
chamamos da 2° revolucao verde.

CONSIDERAQf)ES FINAIS

Os EUA sairam na frente se posicionando sobre
o melhoramento genético de alimentos usando a
tecnologia CRISPR. Muitos pesquisadores nos Brasil
tém corrido contra o tempo para também serem
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protagonistas nesta revolucdo. E urgente a alteracao
na legislacao brasileira para que sejamos inseridos de
forma competitiva neste novo mercado. A CTNBio vem
discutindo a questao sobre as técnicas inovadoras de
melhoramento de precisao, em que se enquadram
estas novas tecnologias de edigao genética.

No entanto, os resultados dos trabalhos realizados
com a edicdo génica por CRISPR/Cas9 e seus impactos
em questoes éticas relacionados ao embaralhamento
de genes devem ser cuidadosamente avaliados
no sentido de garantir seguranca para as pessoas,
animais e meio ambiente e disponibilizar no mercado
um alimento seguro.
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