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WHAT THE PAPER SAYS - WHAT IT DOESN'T - WHY IT MATTERS

Ratos geneticamente modificados herdaram
resistencia a doenca de Lyme e deixaram de infetar
carragas — uma prova de conceito em laboratorio,

nio uma libertacio na natureza

Investigadores introduziram num rato domestico um gene para um anticorpo contra a doenga de
Lyme, que foi herdado durante geragoes; quando expostos a carragas infetadas, até os ratos com
uma s copia resistiram a infecdo e, em grande medida, deixaram de transmitir a bactéria a novas
carracas. E uma prova de principio de «imunizacdo hereditdria» de uma espécie-reservatorio —
feita em ratos domésticos de laboratorio, ndo no rato-de-patas-brancas selvagem que realmente
dissemina Lyme, sem liberta¢do no campo e com a ecologia, regulamentacdo e ética ainda em
aberto. Ndo é um gene drive nem «Lyme resolvida».
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Quebrar um ciclo em vez de tratar um doente

A doenca de Lyme é a doenca transmitida por carragas mais comum nos Estados Unidos, e a forma
habitual de a combater é individual: procurar carragas, remové-las e tomar antibiéticos se uma pi-
cada evoluir para a tipica erupcao em alvo. Mas a bactéria que causa a doenca de Lyme, Borrelia
burgdorferi, ndo vive realmente em nds. Para ela, somos um beco sem saida. A sua verdadeira casa é
um ciclo que decorre entre carragas e pequenos mamiferos das zonas arborizadas — na costa leste dos
EUA, sobretudo o rato-de-patas-brancas. Uma carraca apanha a bactéria ao picar um rato infetado,
transporta-a enquanto cresce e passa-a ao rato seguinte — ou, por acidente, a uma pessoa. Os ratos
sd0 o reservatdrio; as carracgas sdo a agulha; nds somos um transeunte que ocasionalmente leva a
picada.

Ha, portanto, outra maneira de pensar no problema. Em vez de tratar pessoas uma picada de cada vez,
e se fosse possivel tornar os ratos imunes — e manté-los imunes, geragdo apos geracdo, sem alguma
vez vacinar manualmente um tnico animal? E esta a ideia que o artigo testa, e ela tem uma infeliz
tendéncia para atrair manchetes sobre «ratos OGM», «gene drives» e «vacinar a natureza». O que o
artigo realmente descreve é mais estreito, mais cuidadoso e — para quem se preocupa com o modo
como uma intervencao destas teria de ser demonstrada antes de alguma coisa ser libertada — mais
tranquilizador do que as manchetes.

A ideia tem um nome: imuniza¢do hereditdria — escrever diretamente no genoma de um animal as
instrugdes para um anticorpo, para que o animal ja nasca a produzi-lo e transmita essa capacidade
a descendéncia. Uma vacina tem de ser administrada a cada individuo, repetidamente. Um gene
hereditario pode ser transmitido por reprodugdo normal — sem ser necessario vacinar a mao cada
nova geracao.

Heritable immunization, tested in a cage

The paper interrupts a tick-mouse transmission loop in lab house mice, not in the wild.
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A experiéncia interrompe um ciclo de transmissao em laboratorio: ratos domésticos geneticamente
modificados resistem a infecao e a maioria nao transmite Borrelia a larvas de carraga nao infetadas. Nao testa
uma libertagcao na natureza, um gene drive ou uma reducao da doenca de Lyme a escala de um ecossistema.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

O que ﬁzeram OS autores

Comecaram com um anticorpo protetor conhecido. Borrelia tem uma proteina de superficie chamada
OspA, e um anticorpo contra OspA tem um truque util: classicamente, quando uma carraga pica um
rato imunizado, engole o anticorpo juntamente com o sangue, e o anticorpo pode atuar sobre as
bactérias dentro da propria carraga, antes de estas alguma vez serem transmitidas. O alvo pretendido,
portanto, é a passagem carraca-rato — ndo apenas o rato depois de ja estar infetado.

Os autores pegaram num desses anticorpos (chamado LA-2) e modificaram geneticamente ratos
domésticos — Mus musculus comuns de laboratério — para o produzirem a partir do seu préprio ADN.
Fazer isto funcionar exigiu varias tentativas; um desenho inicial que produzia o anticorpo apenas no
figado gerava uma quantidade demasiado pequena para proteger. A versao que funcionou reformu-
lou o anticorpo numa forma pequena e estavel de cadeia inica, fundiu-o com uma proteina do sangue
(albumina) para prolongar a sua duragdo e inseriu-o num local «porto seguro» bem caracterizado do
genoma, para ser produzido continuamente, em todas as geracdes.

Testaram depois trés coisas, por ordem: se o anticorpo era herdado de forma fidvel; se os ratos mod-
ificados resistiam a infecdo quando eram picados por carracas portadoras de Borrelia; e — a parte
que importa para a doenga como um todo — se carracas limpas que se alimentavam desses ratos
permaneciam limpas ou apanhavam a bactéria. Este tltimo teste, deixar larvas de carraca nao infe-
tadas alimentarem-se e depois analisa-las, é a forma de perguntar se o préprio ciclo de transmissdo foi
interrompido.

O que encontraram

O anticorpo foi herdado de forma estavel durante geracdes. O desenho que funcionou produziu
cerca de mil vezes mais anticorpo do que o que falhou, em niveis consistentes ao longo de pelo menos
seis geracoes — os ratos com duas cépias do gene produziam aproximadamente o dobro dos ratos com
uma s6 copia. Nao apareceu a variabilidade entre animais que tinha prejudicado a primeira tentativa.

Os ratos resistiram a infecao — mesmo com uma unica copia do gene. Quando expostos a carracas
infetadas com Borrelia, tanto os ratos modificados com duas cépias como os de uma copia apresen-
taram uma redugdo estatisticamente significativa nos marcadores de infecdo em comparagdo com
ratos normais. Os ratos com duas cépias ficaram fortemente protegidos, mas a protecao nos ratos
com uma cépia (heterozigdticos) é o resultado com consequéncias potencialmente mais amplas, por
uma razao a que voltaremos.
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Em grande medida, deixaram de transmitir a bactéria. No teste ecoldgico decisivo, larvas de carraga
limpas foram deixadas alimentar-se de ratos modificados que tinham sido deliberadamente expostos
a muitas carracas infetadas. Nesse teste, 8 em 10 ratos modificados permaneceram completamente
livres de infecdo e ndo semearam a geracao seguinte de carracas, contra apenas 1 em 10 ratos normais
— uma diferenca altamente significativa. O ciclo, dentro da gaiola, estava a ser interrompido. (E um
resultado de desafio controlado, ndo uma medicdo de quanto diminuiria a doenca de Lyme numa
floresta real.)

Uma surpresa honesta sobre o mecanismo. Ao contrario de trabalhos anteriores com anti-OspA, o
anticorpo produzido pelos ratos protegeu-os, mas ndo pareceu eliminar a bactéria das carracas que
ja se tinham alimentado. Portanto, o anticorpo estd a bloquear a transmissdo por uma via que os
autores nao conseguiram identificar completamente — a ligacdo parece bastar, mas o mecanismo
exato fica para estudos futuros.

O que isto provavelmente significa

A ideia de manchete — ser possivel incorporar resisténcia duradoura no genoma de um animal-
reservatdrio e quebrar o ciclo de transmissdao de uma doenga — resistiu ao teste, no laboratério, neste
rato.

E um detalhe desarma discretamente a versao mais assustadora da histéria. Um gene drive é um sis-
tema genético concebido para enviesar a heranca, fazendo um gene escolhido espalhar-se numa pop-
ulacdo mais depressa do que a reproducao normal permitiria — mesmo que o gene nao dé qualquer
vantagem ao animal. E isso que torna um drive poderoso e dificil de controlar ou retirar depois de
libertado. Este trabalho ndo usa nada disso. Como uma unica cépia do gene do anticorpo ja protegia
os ratos, os autores defendem que a reproducdo normal e libertagoes direcionadas poderiam, em
principio, elevar a sua frequéncia a niveis uteis sem o for¢ar através da populacao — e deixam explic-
ito que isto ndo é um gene drive. E um argumento, ainda ndo uma demonstragio; mas é o resultado
de uma s6 copia que lhes permite sequer fazé-lo, e torna a abordagem muito mais controlavel do que
aquilo que a maioria das pessoas imagina.

Porqué nao usar um gene drive?

Um gene drive ndo é a mesma coisa que um gene dominante. Dominante refere-se ao efeito —
basta uma cépia para a caracteristica aparecer, como acontece aqui com o gene do anticorpo.
Um drive refere-se a heranca: manipula as probabilidades para que um gene seja transmitido a
muito mais do que a metade habitual da descendéncia de um animal. A versdo cldssica criada
por engenharia, um drive CRISPR por «homing», transporta tesouras moleculares que cortam
o local correspondente no cromossoma parceiro; a célula repara o corte copiando o drive
para esse cromossoma, de modo que um animal com uma cépia o transmite a quase toda
a descendéncia. Libertado na natureza, um drive destes pode varrer uma populacdo inteira
a partir de um pequeno numero inicial — poderoso e muito dificil de retirar. (A natureza
inventou varias outras formas de contornar a regra dos cinquenta por cento, mas o principio
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€ 0 mesmo.)

Porque importa isso aqui? Porque o autor sénior do artigo, Kevin Esvelt, é um dos investi-
gadores que ajudaram a inventar gene drives — incluindo versdes «daisy-chain» mais seguras
e autolimitadas, pensadas precisamente para ndo se espalharem sem controlo. Conhece
intimamente a ferramenta e, neste trabalho, escolheu deliberadamente néo a usar: a protecao
assenta num gene herdado de forma normal, a espalhar — se algum dia for feito — por
reprodugdo convencional e libertagdes direcionadas, ndo por um drive. Esta é a licao discreta,
talvez mais valiosa do que o proprio resultado: ter uma ferramenta poderosa nao obriga a usa-
la em todo o lado.

O que isto ndo prova

Foi feito no rato errado, de propdsito. O trabalho usou ratos domésticos de laboratério (Mus
musculus), nao o rato-de-patas-brancas (Peromyscus leucopus) que realmente mantém a doenca de
Lyme no leste dos EUA. Os autores comecaram a desenvolver ferramentas para Peromyscus, mas
o gene protetor ainda nao foi introduzido na espécie que interessa.

Foi feito em laboratério, ndo no campo. Nenhum rato modificado foi libertado. Custos para a
sobrevivéncia ou reproducao que ndo aparecem numa gaiola podem aparecer na natureza.

E uma prova de conceito, nio uma solucio. A protecdo foi forte, mas nio total (8 em 10 ratos
bloquearam a transmissdo no desafio), e «Lyme eliminada» ndo aparece em lado nenhum no
artigo.

O mecanismo nio esta completamente compreendido — o anticorpo funciona, mas néo pela via
esperada com base nos estudos anteriores.

Nio é um gene drive e ndo afirma sé-lo.

Libertar mamiferos geneticamente modificados na natureza nao tem precedente regulamentar.
A avaliacdo do risco ecolégico, a governagao e o consentimento das comunidades que teriam de
conviver com a intervencao permanecem explicitamente por resolver — os autores dizem-no com

clareza.

~ r < 1A :
(&ao fO]TtG ca ev1denc1a?
Convém dividi-la em duas partes, porque néo estdo igualmente estabelecidas.

O resultado de laboratorio é sélido. Anticorpo estavel e hereditario ao longo de seis geragoes;
protecdo estatisticamente significativa contra a infecdo; redugao estatisticamente significativa da
transmissdo posterior, medida da forma mais direta, deixando carragas limpas alimentarem-se.
Varias experiéncias independentes apontam na mesma direcao.

O salto para o mundo real esta quase inteiramente por testar. Outra espécie, sobrevivéncia na
natureza, a ecologia confusa de varios hospedeiros-reservatdrio, uma estratégia de libertacdo e a
regulamentacdo de tudo isso — nada disso constitui dados deste artigo, e os autores apresentam-
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no como o trabalho ainda por fazer, com o planeamento de ensaios de campo orientado pelas
comunidades apenas numa fase muito inicial.

Uma nota editorial no mesmo espirito: lemos este trabalho a partir do manuscrito aceite revisto por
pares («article in press»), ndo da versao final revista editorialmente. Os resultados estruturais acima
ndo deverdo mudar, mas voltaremos a conferir os numeros na versao final antes de isto avancar.

Porque e importante

Grande parte da forma como combatemos doencas transmitidas por vetores € reativa e interminavel:
pulverizar, repelir, procurar, tratar, repetir, em todas as estagoes, para sempre. Aqui ha um esboco
de algo diferente — intervir uma vez no reservatorio animal e deixar a heranga fazer a manutencgao.
Se fosse realizado no rato-de-patas-brancas e demonstrado como seguro e eficaz no campo, poderia
em principio baixar o nivel de fundo da doenca de Lyme numa regido, em vez de apenas defender
individuos dentro dela.

Esse «em principio» carrega muito peso, e o artigo é honesto quanto a isso. O que é genuinamente
valioso aqui ndo é uma cura; é uma demonstracao cuidadosa de que a imunizacao hereditaria pode
funcionar e pode interromper a transmissiao — construida deliberadamente numa forma controlavel,
sem gene drive, com as perguntas mais dificeis (a espécie certa, o campo aberto, a ética de libertar
vida modificada) nomeadas e deixadas em aberto, em vez de serem varridas para debaixo do tapete.

Resumo claro

A doenca de Lyme circula entre carracas e ratos-reservatorio; as pessoas sao hospedeiros aciden-
tais. Investigadores modificaram geneticamente ratos domésticos de laboratério para produzirem,
a partir do seu préprio genoma, um anticorpo contra a proteina de superficie OspA de Borrelia. Os
ratos herdaram esta capacidade de forma estavel durante pelo menos seis geragdes; quando picados
por carragas infetadas, resistiram a infecio mesmo com uma sé6 cépia do gene, e a maioria (8 em
10, contra 1 em 10 ratos normais) deixou de transmitir a bactéria a novas carragas, interrompendo
o ciclo de transmissao no laboratdrio. Crucialmente, a protecdo com uma sé cdpia significa que a
abordagem nao requer um gene drive auto-propagavel. Mas o trabalho foi feito no rato doméstico
de laboratério, ndo no rato-de-patas-brancas que realmente espalha Lyme na América do Norte; ndo
houve libertagdo no campo; o mecanismo nao esta totalmente compreendido; e a ecologia, regula-
mentacio e ética de libertar mamiferos modificados continuam completamente por resolver. E uma
prova de conceito cuidadosa de «imunizacao hereditaria» de uma espécie-reservatério — ndo um
gene drive e ndo «Lyme resolvida».
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Veriﬁcagﬁo sem €xageros

O que o artigo mostra: Ratos domésticos de laboratério (Mus musculus) modificados para expressar
um anticorpo anti-OspA (LA-2, numa fusao de cadeia unica com albumina inserida num locus «porto
seguro») herdaram-no de forma estavel durante >6 geracdes, resistiram a infecdo por Borrelia apds
desafio com carragas (efeito significativo mesmo em heterozigdticos de uma cépia) e, em grande
medida, deixaram de transmitir a bactéria a carragas limpas (8 em 10 ratos modificados desafiados
sem transmissdo, contra 1 em 10 controlos; diferenca significativa). A protecdo com uma s6 cépia
significa que nao é necessario um gene drive para a abordagem funcionar.

O que é plausivel, mas niao esta provado: O mecanismo exato pelo qual o anticorpo bloqueia a
transmissdo (ao contrdrio de trabalhos anti-OspA anteriores, ndo eliminou bactérias de carracas
ja infetadas); que a mesma construcdo funcione, e seja herdada de forma estdvel, no rato-de-patas-
brancas.

O que niao mostra: Nada na natureza ou na verdadeira espécie-reservatdrio; efeitos a escala de popu-
lagoes inteiras ou ecossistemas; que a doenga de Lyme possa ser eliminada; que libertar mamiferos
modificados seja seguro, eficaz ou permitido; um gene drive (pelo contrario, explicitamente néo é
um).

Principais limitacdes: Feito em Mus musculus de laboratério, ndo em Peromyscus leucopus selvagem;
apenas laboratério, sem libertacdo no campo; bloqueio de transmissao forte mas néo total (8 em 10);
mecanismo incerto; questoes ecoldgicas, regulamentares e éticas sobre a libertacdo explicitamente
por resolver; leitura feita a partir do manuscrito aceite enquanto se aguarda a versao final.

Quanta confianca deve ter um leitor geral? Confianca elevada de que, no laboratdrio, os ratos mod-
ificados herdaram resisténcia a doenca de Lyme e interromperam a transmissao, e de que isto foi
deliberadamente feito sem gene drive. Confianca elevada de que nao é uma solucdo implementada e
nao é «Lyme resolvida». Confianca baixa sobre se e como poderia alguma vez funcionar na natureza,
que é toda a segunda metade ainda inacabada. A atitude adequada: uma prova de conceito cuidadosa
e esperangosa sobre mudar o reservatorio em vez do doente — com as perguntas mais dificeis ainda
pela frente e apresentadas com honestidade.

Fontes
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