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INTRODUCAO

O HIV é o agente etioldgico da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Este virus
ataca diretamente o sistema imunoldgico do in-
dividuo, infectando principalmente os linfoci-
tos T CD4+, sendo capaz de modificar o DNA
dessas células e utiliza-las para replica-lo, tor-
nando o individuo cada vez mais suscetivel a
doencas. O periodo da década de 2000 foi mar-
cado pelo avanco das alternativas para trata-
mento da infec¢do, visto que os métodos toma-
ram inicio no final da década de 1980 (FER-
NANDES & BRUNS, 2021).

De acordo com o Ministério da Saude,
desde o inicio da epidemia, em 1980, até junho
de 2021, foram identificados 1.045.355 casos
de AIDS no Brasil; desde entéo, 360.323 foram
a Gbitos, tendo o HIV/AIDS como causa bésica.
Além disso, a partir de 2000, a faixa etaria entre
20 e 24 anos apresenta a maior quantidade de
casos de gestantes infectadas pelo HIV (27,5%),
notificadas no Sinan entre 2000 e junho de 2021.
O HIV passou a ser conhecido por seu poder de
infectar humanos a partir do ano de 1981, sendo
Robert Charles Gallo e Luc Montagnier os dois
pesquisadores que se destacaram na descoberta.
Desde entdo, 0 aumento dos casos se configura
como um problema de saude publica (BRASIL,
2021).

Mediante o avanco tecnolégico na ciéncia,
uma das técnicas que permeia o tratamento da
AIDS é o CRISPR (Clustered Regularly Inters-
paced Short Palindromic Repeats) (em tradu-
¢ao para o portugués Repeticdes Palindromicas
Curtas Agrupadas e Regularmente Interespaca-
das), cujo objetivo é cortar, substituir, reparar
ou inserir 0 sequenciamento de DNA ou RNA
com precisdo (CAETANO et al., 2018).

Foi descoberta na década de 1980 por duas
pesquisadoras, Emanuelle Charpentier e Jenni-
fer Doudna, que trabalhavam em uma pesquisa

sobre bactérias e seu ataque a infecces virais.
Durante os estudos, foi relatado o CRISPR nas
bactérias, utilizando-o para identificar o DNA
viral e destrui-lo. Em conjunto, houve a desco-
berta da proteina Cas9, a qual tem a mesma ca-
pacidade de fragmentar e provocar deterioracéo
do DNA no virus; com o estudo dessa proteina,
puderam ver que seria possivel usé-la para edi-
¢ao de genomas, entretanto, apenas em 2013 foi
usada ativamente em humanos (BARBOZA et
al., 2020).

O uso da técnica CRISPR Cas9 no trata-
mento do HIV tornou-se uma alternativa revo-
lucionaria, pois, além de ser de baixo custo, é a
que mais se aproxima de uma barreira contra a
infecgdo do virus, de modo a impossibilitar a li-
gacdo do virus com a célula a partir da edigdo
genética. O presente estudo tem a finalidade de
abordar o uso da terapia génica CRISPR Cas9 e
sua manipulacdo no tratamento do HIV, vi-
sando sintetizar informagdes no que se refere ao
tema a sociedade (ANJOS et al., 2020).

METODO

Trata-se de uma reviséo bibliografica reali-
zada no periodo de quatro meses, por meio de
pesquisas nas bases de dados: PubMed, LlI-
LACS e SciELO. Foram utilizados os descrito-
res: Terapia Génica, Transcriptase Reversa,
HIV e CRISPR Cas9. Desta busca, foram en-
contrados 29 artigos, posteriormente submeti-
dos aos critérios de selecéo.

Os critérios de inclusdo foram: artigos nos
idiomas portugués, inglés e espanhol, publica-
dos no periodo de 2006 a 2024 e que abordavam
as tematicas propostas para esta pesquisa, dis-
ponibilizados na integra. Os critérios de exclu-
sdo foram: artigos duplicados, disponibilizados
na forma de resumo, que ndo abordavam dire-
tamente a proposta estudada e que ndo atendiam
aos demais critérios de inclusdo.

67




Ap0s os critérios de selecdo, restaram 25 ar-
tigos que foram submetidos a leitura minuciosa

RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 9.1 Fluxograma de sele¢8o de artigos para a revisdo
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Dentre os estudos disponiveis na literatura,
os artigos que foram selecionados para embasar
a pesquisa do presente trabalho estdo todos re-
lacionados a terapia CRISPR Cas9 e sua aplica-
¢do no HIV, bem como atuagdo do virus, fases
da doenca, formas de infeccéo e eficicia das
técnicas alternativas.

O HIV foi relatado pela primeira vez na dé-
cada de 1980, quando o agente etioldgico da
AIDS comecou a ser investigado, sendo decla-
rada epidemia mundial. E uma doenca que aco-
mete o individuo causando danos progressivos
no sistema imune, especificamente nos linfoci-
tos T CD4+, macrofagos e células dendriticas,
fazendo com que haja uma reducgdo dessas cé-
lulas, com isso, 0 organismo se torna vulneravel
e suscetivel a inUmeras infeccOes, pois acaba

comprometendo o sistema imunoldgico (RO-
DRIGUES et al., 2020).

A terapia génica ou genética, como é abor-
dada na literatura, surgiu com o intuito de reali-
zar alteracOes e corregOes acentuadamente no
DNA. Baseia-se em cortar duas cadeias da du-
pla hélice de DNA com precisdo e encaminha-
lo a regido para a edigdo. Pode gerar dois tipos
de via de reparo, a ndo homologa, que consiste
em unir as extremidades geradas e introduzir
mutagOes adicionais ou ocasionar dele¢des na
area de juncdo, e a homologa, que consiste em
utilizar o molde a regido que corresponde ao
cromossomo homologo ou uma molécula de
DNA externa para realizar a unido correta das
extremidades. Com o0 avango da ciéncia e da
tecnologia, esse &mbito cresceu, trazendo novas
alternativas para tratamentos de doencas que no
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passado eram consideradas incurdveis e agora
apresentam chance de cura. Uma dessas tera-
pias é a CRISPR Cas9, com uma alta eficécia
para corre¢do de material genético (AZEVEDO
etal., 2023; GIONO, 2017).

O HIV é um retrovirus pertencente a familia
Retroviridae, com genoma de duas fitas simples
de RNA, que, para se multiplicar, necessita de
uma enzima chamada transcriptase reversa que
sera responsavel pela transcricdo do seu RNA
em DNA proviral (AVELAR & ALEXAN-
DRINO, 2021).

A contaminacdo com o virus do HIV precisa
acontecer de maneira em que haja exposicao
aos fluidos bioldgicos que estdo contaminados,
como sangue ou esperma, podendo ser transmi-
tido atraves de relagdes sexuais ou compartilha-
mento de objetos individuais que tenham tido
contato direto com o fluido contaminado. Logo
apos a descoberta do sequenciamento genético
por completo em 2004, os alvos das pesquisas
cientificas passaram a visar o estudo e a mani-
pulacdo de genes. Um dos alvos foi o estudo da
transcriptase reversa, que busca compreender

como uma cadeia de RNAm (RNA mensageiro)
se converte em uma fita dupla de DNA (LA-
DEIRA, 2011).

A reacdo em cadeia se inicia quando a
gp120 (glicoproteina 120) viral se liga ao CD4
da célula-alvo. Em seguida, a al¢a v3 da gp120
se exp0e e se torna suscetivel para ligagdo com
0s receptores de citocina, chamados corecepto-
res, em especial com o0 CCR5 e CXCR4, permi-
tindo que a gp41 faca a unificagdo da membrana
celular e viral. O nucleocapsideo viral se insere
no citoplasma celular, fazendo a liberagdo do
RNAvV (RNA viral), que, atraves da transcrip-
tase reversa, sintetiza o DNAv (DNA viral) a
partir do DNA. Logo que é sintetizado, 0 DNA
viral se une ao cromossomo celular por meio da
enzima integrase, desse modo, a célula ativa a
laboracéo da transcrigédo do gene, multiplicando
0 DNAV transcrevendo-o e gerando novas par-
ticulas virais. Com a ativacdo da célula, o pro-
cesso de transcricdo de DNA para RNAm é tra-
duzido em proteinas virais (GROTTO & PAR-
DINI, 2006).

Figura 9.2 Sintese do processo de transcriptase reversa e replicacao viral do HIV
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Fonte: CUNICO et al., 2008.

A literatura retrata trés fases da infeccédo
pelo HIV; a fase aguda € o primeiro estagio de
contato com o virus e acarreta um quadro que

varia desde sintomas gripais, febre, mialgia, ce-
faleia, faringite até mononucleose simile, com
tempo estimados de duas a trés semanas. A fase
assintomatica vem em seguida com o individuo
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j& infectado com o virus, entretanto, sem apre-
sentar sintoma ou manifestacao clinica causada
pela infeccéo; isso se d& devido a resposta imu-
nologica que estd conseguindo neutralizar o
agente infeccioso. A fase sintomatica, que é a
fase final, na qual j& pode ser confirmado o pa-
ciente como portador da AIDS, subdivide-se
em precoce e tardia; a precoce comeca a apre-
sentar as manifestacOes da doenca relacionada
a imunodeficiéncia inicial enquanto a tardia se
refere as infec¢des e neoplasias que ndo acome-
tem comumente individuos imunocompetentes,
ocorrendo diminuicdo da resposta imunoldgica
e intensa replicagdo viral. Sem intervengdes
adequadas, o individuo pode progredir na do-
enca da fase aguda até a sintomética em aproxi-
madamente 10 anos, todavia, € necessario res-
saltar que cada organismo é Unico e seu tempo

de manifestacdo pode variar (DIAS et al., 2020).

Ao entrar em contato com o0 organismo do
hospedeiro, normalmente por via sexual, o virus
replica-se localmente na mucosa vaginal ou re-
tal e posteriormente as células infectadas mi-
gram para os ndédulos linfaticos onde estdo lo-
calizados os linfécitos T CD4+ de memoria;
esse fator permite uma replicacdo do virus e sua
disseminacdo para outros tecidos linfaticos de
suma importancia, sendo o trato gastrointestinal
um deles. Desse modo, had uma perda conside-
ravel e massiva dos linfocitos T CD4+ de me-
moria. Os mesmos sdo a principal fonte de pro-
ducéo da resposta imune adaptativa, os IFN-
gama, responsaveis por uma das mais importan-
tes citocinas antiviral. A alta viremia em con-
junto com a reducdo dos linfdcitos permite que
a quantidade de virus chegue a 100 milhdes de
cépias/mL de plasma. Posteriormente, quando
0 Vvirus j& conseguiu se instalar nos reservato-
rios virais, o sistema imune ndo consegue eli-
min&-lo e somente a interrup¢do da replicacdo é
possivel, isso que o torna tdo incapaz de ser er-

radicado, sua alta capacidade de permanecer la-
tente e de resistir as respostas imunoldgicas.
Apos a contaminacdo do HIV, o organismo se
encontra em uma fase de “eclipse phase”, na
qual é indetectavel a presenca do RNA viral no
plasma do individuo. Apds meados de 10 dias,
a situacao se transforma, o hospedeiro adentra a
fase de capacidade de transmisséo da doenca e
0 mesmo j& pode ser diagnosticado através de
exames laboratoriais de sangue (LORETO &
AZEVEDO-PEREIRA, 2012).

Portanto, pode-se ocorrer a evolugdo do
HIV para AIDS, uma infecgdo sexualmente
transmissivel (IST) e que ainda ndo possui cura.
Assim, 0s pacientes acometidos por esse virus
dependem da terapia antirretroviral para conter
a carga viral e recuperar as células do sistema
imunolégico afetadas, o que exige um trata-
mento continuo para melhorar a qualidade de
vida dos portadores. Entretanto, ao longo dos
tratamentos, o virus consegue adquirir resistén-
cia aos farmacos, fazendo-se necessaria a troca
dos mesmos (LOPES, 2022).

Tratamentos alternativos estdo sendo desen-
volvidos. Recentemente, o que esta expandindo
e trazendo resultados positivos € a técnica
CRISPR, que significa Clustered Regularly In-
terspaced Short Palindromic Repeats (Repeti-
¢Oes Palindrémicas Curtas Agrupadas e Inter-
espacadas), que € uma nova tecnologia para edi-
¢ao génica que estd causando avancos biomeédi-
cos. Foi descoberta e relatada pela primeira vez
na década de 1980, atraves de um estudo sobre
as bactérias Escherichia coli, uma sequéncia
palindrémica de 29 pares de bases com repeti-
¢Oes diretas intercaladas de 32 nucleotideos, en-
tretanto, na época, ndo se tinha conhecimento
sobre sua funcionalidade; com isso, foi apenas
relatada em estudo e permaneceu irrelevante até
meados dos anos 2000 (ETO & MENDES,
2017; NOGUEIRA, 2021).
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Com o passar dos anos, a tecnologia e a ci-
éncia foram ganhando espaco. Nos anos 2000,
0 estudo sobre essas sequéncias € retomado. A
CRISPR, uma técnica de manipulacéo genética,
pode ser utilizada em todo e qualquer orga-
nismo que tenha material genético, desse modo,
quase todos o0s organismos vivos. A técnica
consiste em cortar parte do material genético in-
fectado, unindo-o a uma fita geneticamente mo-
dificada, transcrevendo-a para o RNA mensa-
geiro, possibilitando-a a reconhecer o virus, en-
viar resposta a todo o organismo, deixa-lo ina-
tivo e, por fim, eliminé-lo sem causar danos ao
organismo. Em tese, o virus modificado insere
seu material genético na célula. Esse organismo
pega parte do material viral e o unifica a uma
sequéncia palindromica, a CRISPR, permitindo
que haja uma memodria celular e um alerta.
Quando ha essa unificacdo, ¢ formado o
CRISPR RNA, que vai buscar um material ge-
nético viral, atraindo o mesmo, unificando-o a
si. Quando isso acontece, € chamado e ativa
moléculas que irdo cortar partes do material ge-
nético viral, fazendo com que 0 mesmo perca
sua integridade, tornando-o ineficaz e incapaz
de causar danos ao organismo (LOPES, 2022).

No mesmo periodo de investigacdo cienti-
fica com a CRISPR, o Cas9 comecgou a ser es-
tudado. As proteinas Cas sdo endonucleases
que utilizam de um RNA guia (RNAg) Unico
para formar pares de bases complementares
com o DNA e realizar sua clivagem em locais
especificos. Dentre as proteinas utilizadas, a
Cas9 se destaca por sua simplicidade em mani-
pulacdo e alta eficicia. Dois componentes de
Cas9 se tornam altamente especificos e eficazes
quando aplicados a manipulacdo de genes (LIU
etal., 2017).

Logo que associada a CRISPR, sdo guiadas
até o sequenciamento especifico com finalidade
de fragmentar o DNA exo0geno, agindo como

uma espécie de tesoura. Em 2012, as pesquisa-
doras Jennifer A. Doudna e Emmanuelle Char-
pentier revelaram o manual de manipulagéo da
técnica CRISPR Cas9, fazendo-as ganhar o pré-
mio Nobel de Quimica em 2020. A técnica pode
ser utilizada em qualquer organismo que tenha
material genético, abrindo um grande espago na
edicdo genética nos seres humanos (BATISTA
& NUNES, 2019; ETO & MENDES, 2017).

Na Figura 9.3 é possivel verificar a atuagéo
da terapia génica CRISPR Cas9 em sua técnica
de reconhecer o alvo. E criado um RNAg (RNA
guia) para reconhecer a sequéncia genémica e
inserir modificagdes. Quando o pareamento das
bases nitrogenadas é realizado, as modificaces
sdo acionadas e entra em cena a proteina Cas9,
causando quebra na fita de DNA. Ao ser que-
brada, é ativado o sistema de reparacgdo e a fita
de RNA é unificada a cadeia, que aceita as mo-
dificacBes que estdo no sitio do RNAg. Desse
modo, é possivel realizar corre¢cdes de mutacao
que eram originadas do DNA, além de produzir
proteinas funcionais. E dessa maneira que é ma-
nipulada a CRISPR Cas9 em doencas genéticas
e as que afetam o gene, como o HIV (GIONO,
2017).

Figura 9.3 Representa¢do da atuacdo da CRISPR Cas9

Exdgeno

Endogeno

Fonte: AREND et al., 2017.

A terapia génica CRISPR Cas9 é uma das
alternativas mais eficazes para o tratamento do
HIV, ja que outras técnicas, como a TALEN, ja
foram testadas sem sucesso como tratamento,

71



pois houve dificuldade e anelamento incorreto
dos nucleotideos. A facilidade e a eficiéncia da
técnica CRISPR Cas9 veio para revolucionar no
tratamento dessa doenca, fazendo com que as
celulas infectadas pelo HIV, sejam resistentes
ao virus, degradando seu material genético im-
pedindo que ocorra danos no organismo. Testes
em animais foram realizados com sucesso em
2016. O gene do virus HIV em ratos foi tratado
com a terapia e foi retirado 50% do virus do or-
ganismo (BATISTA & NUNES, 2019).

Um dos maiores impasses para a eliminagao
total do virus do HIV é seu reservatorio viral de
células infectadas em estado latente. ApGs o
surgimento da CRISPR Cas9, a terapia come-
cou a ser estudada de forma especifica para o
combate ao virus. Um dos métodos de trata-
mento é o Long Terminal Repeat (LTR) e genes
estruturais, que séo regides bem conservadas; a
introducao de mutacdes nessas regides compro-
mete a replicacdo viral. A CRISPR Cas9 € ca-
paz de promover a inativacdo e até mesmo a ex-
cisdo do genoma proviral. Esse sistema tem a
vantagem de ser redirecionado a mais de um
alvo dentro do genoma proviral, diminuindo,
em tese, o risco de escape viral (PEREIRA,
2018).

Entretanto, o sistema CRISPR Cas9 pro-
voca varias inquietagdes quanto ao quesito ético,
levando em consideracgdo os riscos das altera-
cOes genéticas proporcionadas pela técnica.
Mutag0Oes imprevistas sdo temidas, podendo re-
percutir nas geracdes futuras. Além disso, a téc-
nica possibilita a modificacdo de diversas ca-
racteristicas genéticas, promovendo o poder de
escolha sobre o fen6tipo desejado para o feto, o
gue pode acarretar um futuro opressivo a uma
parcela de individuos sem condicGes de evoluir
sua genética igualmente, abrindo ainda mais
portas para a desigualdade. Assim, as delimita-
¢Oes do uso das modificagdes genéticas sao cru-
ciais. As principais preocupagoes referentes a

terapia génica enquadram-se nos seguintes to-
picos: riscos para os individuos; afetacdo a sa-
cralidade do genoma; risco de uma eugenia; te-
rapia génica em células somaéticas; intervencdes
de “melhora”; e edi¢do genética (HUPFFER &
BERWIG, 2020).

CONCLUSAO

O presente estudo possibilitou o desenvol-
vimento a respeito dessa temaética, compro-
vando qudo promissora tem se tornado a
CRISPR Cas9 no uso da edicdo genémica apli-
cada a um futuro combate ao HIV. A técnica
proporciona a utilizacdo da sua tecnologia para
evitar a multiplicacdo do virus nas células do
hospedeiro e tem apresentado eficacia em seus
resultados. Entretanto, para a obtencdo do su-
cesso em sua aplicacdo, € necessario superar as
limitacGes aos avancos dessa tecnologia.

Mesmo apds trés décadas da descoberta do
virus do HIV, ainda ndo ha um mecanismo que
seja capaz de erradica-lo por completo do orga-
nismo. Casos novos sao relatados quase todos
os dias, afetando negativamente a saude publica.
Compreender a infecgdo por HIV j& nas primei-
ras semanas com indicios da fase inicial, é es-
sencial para que seja possivel o controle do vi-
rus, impedindo que 0 mesmo eleve para as ou-
tras fases, prejudicando ainda mais seu hospe-
deiro. Entender a fase inicial do virus pode ser
revolucionario, visto que um dos maiores im-
passes € 0 virus no individuo e sua continua re-
plicag&o viral.

Ademais, alguns dos limites da técnica pos-
suem origem ética por se tratar de algo revolu-
cionario com capacidade de alterar o codigo do
DNA, ja que ainda néo se sabe o que pode acon-
tecer ao organismo humano ap6s uma mudanca
tdo significativa. Todavia, é necessario solucio-
nar o impasse ético, visando o desenvolvimento
cientifico. Assim, é recomendavel uma forma
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de controle legal a partir da elaboracdo de um
consenso referente aos limites éticos, contro-
lando a utilizagdo da técnica nos laboratorios de
pesquisa para evitar futuras problematicas, evo-
luindo e acelerando os estudos. O espaco que a
CRISPR Cas9 ocupa é cada vez maior, com
possibilidade de combinagfes de RNAmM para

alcance maior de ataque a regides afetadas, re-
duzindo também a quantidade de off-target,
como citado na literatura, isto é, desvio do alvo.

Portanto, essa tecnologia tem capacidade de
revolucionar a ciéncia, trazendo inimeros bene-
ficios para a medicina, uma vez que a CRISPR
Cas9 possui potencial para tratar ndo somente o
HIV, mas uma gama de outras doengas e neo-
plasias.
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