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RESUMO

TEODORO, Julia Diniz; SILVA, Lauane Vitoria Oliveira. Edicdo Génica.
Trabalho de Conclusdo de Curso Apresentado para Obtencdo do Titulo de
Técnico em Biotecnologia Integrado ao Ensino Médio. ETEC Prof. Carmelino
Corréa Junior, Franca/SP, 2025.

O virus da imunodeficiéncia humana surgiu na década de 1980 com seus
primeiros casos nos Estados Unidos, Haiti e Africa Central, causando uma
epidemia global. Em 1983 foi descoberto e identificado o patégeno da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), e ainda neste ano foram confirmados os
primeiros casos de HIV no Brasil. Os tratamentos contra o HIV estdo se
tornando cada vez mais eficazes, por isso a epidemia do virus é considerada
controlada no Brasil, com uma taxa de cerca de 39 mil novos casos ao ano.
Apesar da terapia antirretroviral (TARV), reduzir a viremia a niveis
extremamente baixos, e prolongar a vida de individuos infectados pelo HIV-1,
ela possui muitas limitagbes como alto custo e efeitos colaterais, e
principalmente, ainda ndo é capaz de curar completamente a doenca. Assim,
nas Ultimas décadas, tem havido um consideravel aumento nas pesquisas
sobre outras opgdes para eliminar completamente esse virus do corpo humano,
e uma das abordagens mais empregadas é a edicdo génica. Uma tecnologia
destacada é o uso do sistema CRISPR-Cas9, que possibilita a edicdo dos
genes de interesse de maneira agil e relativamente simples. As abordagens
anti-HIV criadas com base no sistema CRISPR-Cas9 englobam a desativacéo
do genoma pro-viral, a remogcdo do genoma pro-viral, a prevencdo da
replicacdo e a modificagcdo da expressao dos co-receptores CCR5 e CXCRA4.
Nesta revisao, seréo enfatizados os achados obtidos com o sistema CRISPR-
Cas9 na edicao dos genes associados a expressao dos co-receptores CXCR4
e CCR5, considerando as limitacOes e as perspectivas relativas ao uso desta

ferramenta como uma terapia no enfrentamento do HIV.

Palavras-chave: HIV. CRISPR-cas9. AIDS.



ABSTRACT

TEODORO, Julia Diniz; SILVA, Lauane Vitoria Oliveira. Edicdo Génica.
Course Conclusion Paper Presented for Obtaining the Title of Technician in
Biotechnology Integrated in High School. ETEC Prof. Carmelino Correa Junior,
Franca/SP, 2025.

The human immunodeficiency virus made its first appearance in the 1980s, with
initial instances observed in the United States, Haiti, and Central Africa, leading
to a worldwide epidemic. In 1983, this virus was recognized and classified as
the agent responsible for acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). During
that same year, Brazil reported its first confirmed cases of HIV. HIV therapies
are showing greater effectiveness, resulting in the epidemic in Brazil being
regarded as managed, with approximately 39 thousand fresh cases annually.
While antiretroviral therapy (ART) decreases viral load to very low figures and
extends the lifespan of those infected with HIV-1, it comes with several
drawbacks, including elevated costs and adverse effects; however, the primary
limitation is its inability to fully eradicate the disease. Consequently, over the
past few decades, various alternatives aimed at completely eliminating this virus
from the human body have been extensively researched, with gene editing
being one of the most prominent approaches. A particular technology identified
is the CRISPR-Cas9 system, which allows for the swift and relatively
straightforward editing of targeted genes. Strategies aimed at combating HIV
that have been developed from the CRISPR-Cas9 framework encompass the
inactivation of the proviral genome, removal of the proviral genome, hindrance
of replication, and modification of the expression levels of the CCR5 and
CXCR4 coreceptors. This examination will emphasize the outcomes achieved
through the CRISPR-Cas9 technology in the modification of genes associated
with the expression of the coreceptors CXCR4 and CCR5, discussing both the



constraints and future outlook regarding the utilization of this method as a

treatment approach in combating HIV.

Keywords: HIV. CRISPR-cas9. AIDS
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INTRODUCAO

1.1 Justificativas

Em abril de 2015, pesquisadores chineses liderados por Junjiu Huang, da
Universidade de Sun Yat-sen,realizaram um estudo tdo inovador quanto
controverso. Tratava-se de experimento sobre edi¢cdo genética de embrides
humanos para corrigir mutacdo no gene HBB, codificador da proteina beta-
globina. Esta proteina compde hemoglobinas, e a mutacdo em seu gene esta
relacionada a doenca beta-talassemia. A edicdo genética € um procedimento
em que trechos especificos do DNA sdo eliminados, permitindo sua
substituigdo por novas sequéncias de genes. O termo “edigdo” alude a
metafora da producdo de um texto, na qual letras sdo apagadas para entao
serem reescritas. Pode-se editar o DNA de toda sorte de seres vivos com
finalidades diversas: para tratar doencas, criar alimentos transgénicos,
melhorar caracteristicas humanas ndo patoldgicas, entre outras finalidades.
Mais recentemente, em agosto de 2017, experimento semelhante foi publicado
pela revista Nature. Conduzido na Universidade de Saude e Ciéncia do Oregon
pela equipe do cientista Hong Ma, o estudo buscou corrigir mutagcdo no gene
MYBPC3 em embrides humanos. Essa variacdo é conhecida por causar
cardiomiopatia hipertréfica, distarbio caracterizado pelo espessamento da
musculatura cardiaca. Entretanto, pesquisas como estas suscitam
controvérsias sobre a aceitabilidade e os efeitos da manipulacdo do DNA
humano. Debates tém se estabelecido nos meios de comunicacdo e na
literatura cientifica, problematizando implicacdes cientificas, éticas e sociais
desta pratica. Autores assumem posicionamentos diversos, condenando a
edicdo genética, enaltecendo-a, ou ainda recomendando cautela em futuros
experimentos. Baseado nas informagbes acima,estudaremos 0S riscos e

beneficios da modificacdo do DNA humano na edi¢éo génica.



1.2 Objetivos

O principal foco de estudo € analisar técnicas para o tratamento de HIV
utilizando a tecnologia CRISPR-CAs9. A aids é uma doenca cronica causada
pelo HIV gue compromete o sistema imunolégico do hospedeiro,deixando
vulneravel a infeccOes oportunistas. Apesar da terapia antirretroviral (TARV),
reduzir a viremia a niveis extremamente baixos, e prolongar a vida de
individuos infectados pelo HIV-1, ela possui muitas limitagdes, como alto custo
e efeitos colaterais, mas principalmente, ndo ser capaz de curar
completamente a doenca. Portanto, nas ultimas décadas, vem sendo muito
estudado outras alternativas para erradicar completamente esse virus do
organismo humano, e uma das ferramentas mais utilizadas é a edicdo génica.
Uma tecnologia encontrada € a utilizacdo do sistema CRISPR-Cas9, que é

capaz de editar os genes de interesse, de forma rapida e relativamente facil.
1.2.1 Objetivo Geral

Utilizar a edicdo genética e a aplicacdo do sistema CRISPR-CAS9 no

tratamento do HIV.

1.2.2 Objetivo Especifico

1. Explorar a utilizacdo da tecnologia CRISPR-CAS9 para a eliminacdo do
DNA proviral do HIV que esta integrado ao genoma das células que servem

como hospedeiras.

2. Avaliar a possibilidade de modificar o gene CCRS5 utilizando o CRISPR-
Cas9 como uma abordagem para impedir a entrada do HIV nas células T-CD4
(um tipo de célula do sistema imunolégico responsavel por coordenar a
resposta imunolégica do corpo), proporcionando assim resisténcia a infeccao

viral.

3. Avaliar a eficacia do CRISPR-Cas9 na erradicacdo ou diminuicdo dos
reservatorios virais latentes, auxiliando na criacdo de uma terapia curativa de

duracéo prolongada para o HIV.

3.1. Metodologia



O trabalho foi realizado por meio de uma pesquisa bibliografica, onde foram
empregados como ferramentas estudos disponiveis nas bases de dados
Google Académico, documentos de instituicbes governamentais, trabalhos de
conclusdo de curso de outros estudantes de diferentes universidades e
arquivos da Fiocruz. Os dados variados encontrados nas fontes consultadas

foram coletados e analisados em comparacéo.

Para a coleta das informacfes, foram utilizados os seguintes termos de
pesquisa: HIV, AIDS, terapia antirretroviral, CRISPR-cas9, terapia génica,
CXCR4, CCRS.

(REPO.SAOCAMILO). (INDEX.PHP.BIOLOGICA).

4. DESENVOLVIMENTO
4.1. DADOS EPIDEMIOLOGICOS

A Aids é uma enfermidade originada pela infeccdo do virus HIV, que
compromete o sistema imunolégico, o qual é responsavel pela defesa do corpo
contra doencas. O virus tem a capacidade de modificar o DNA de certas
células no organismo humano e criar copias de si mesmo. A medida que se
reproduz, ele destréi os linfécitos em busca de outras células para perpetuar a
infeccdo. Em outubro de 1988, a Assembleia Geral da Organizacdo das
Nacdes Unidas (ONU) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
determinaram que o dia 1° de dezembro fosse celebrado como o Dia Mundial
de Combate a Aids.

(MINISTERIO DA SAUDE.,2014).
https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/a/aids-hiv

O virus da imunodeficiéncia humana apareceu nos anos 80, apresentando uma
taxa de mortalidade elevada. Os tratamentos disponibilizados se mostram
eficazes, levando a epidemia a ser considerada sob controle no Brasil, com
cerca de 39 mil novos casos anualmente. De acordo com estimativas do

Ministério da Saude, pelo menos um terco, 0 que corresponde a



aproximadamente 150 mil individuos, desconhece seu estado. (MINISTERIO
DA SAUDE., 2020).

https://www.qgov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/a/aids-hiv

A doenca foi inicialmente ligada a comunidade de homens gays, pois a
transmissdo do virus através do ato sexual € mais eficaz via relacdo anal
(JUNIOR.,2002). O maior numero de novos casos pertence a individuos
heterossexuais, com 67,5% registrados em 2012, dos quais 58% eram
mulheres. Assim, a terminologia evoluiu de grupos de risco para
comportamentos de risco, como a pratica de sexo desprotegido. Um terco dos
jovens confessou que nunca ou quase nunca utiliza preservativo, e poucos
estavam informados sobre a profilaxia pés-exposicao, que ja esta disponivel no
Brasil e pode ser administrada até 72 horas apds uma situacéo de alto risco de
infeccdo por HIV. (PECHANSKY .,2001)

4.2 CLASSIFICACAO DO HIV

Existem dois tipos de HIV: o HIV-1 e o HIV-2. O HIV-1 é responsavel pela
maioria das infec¢des por HIV ao redor do mundo, enquanto o HIV-2 é
responsavel por uma parte significativa das infeccbes, especialmente em
algumas regides da Africa Ocidental. Em certas areas dessa regido, os dois
tipos de virus podem estar presentes e co-infectar os pacientes. O HIV-2
aparenta ter uma viruléncia menor em comparacao ao HIV-1.

O HIV-1 teve sua origem na Africa Central na primeira metade do século XX,
quando um virus muito parecido com o que afeta chimpanzés foi transmitido
para a populacdo humana. A propagacéo global da epidemia comecou no final
dos anos 1970, e a AIDS foi oficialmente reconhecida em 1981.

(MANUAL MDS VERSAO PARA PROFISSIONAIS DE SAUDE).

https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/doen%C3%A7as-
infecciosas/v%C3%ADrus-da-imunodefici%C3%AAncia-humana-
hiv/c%C3%A2nceres-comuns-em-pacientes-com-infec%C3%A7%C3%A30-

pelo-hiv

Adachi, T., Tanaka, R, Kodama, A. et al.ldentificacdo de um epitopo Unico do
CXCR4 cuja ligagao inibe a infeccao pelos virus da imunodeficiéncia humana


https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/a/aids-hiv
https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/doen%C3%A7as-infecciosas/v%C3%ADrus-da-imunodefici%C3%AAncia-humana-hiv/c%C3%A2nceres-comuns-em-pacientes-com-infec%C3%A7%C3%A3o-pelo-hiv
https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/doen%C3%A7as-infecciosas/v%C3%ADrus-da-imunodefici%C3%AAncia-humana-hiv/c%C3%A2nceres-comuns-em-pacientes-com-infec%C3%A7%C3%A3o-pelo-hiv
https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/doen%C3%A7as-infecciosas/v%C3%ADrus-da-imunodefici%C3%AAncia-humana-hiv/c%C3%A2nceres-comuns-em-pacientes-com-infec%C3%A7%C3%A3o-pelo-hiv
https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/doen%C3%A7as-infecciosas/v%C3%ADrus-da-imunodefici%C3%AAncia-humana-hiv/c%C3%A2nceres-comuns-em-pacientes-com-infec%C3%A7%C3%A3o-pelo-hiv

tipo | trépicos para CXCR4 e CCR5. Retrovirology 8 , 84 (2011).
https://doi.org/10.1186/1742-4690-8-84

Figura 1- Classificacao do HIV. A imagem mostra as varias classificagoes do
HIV conforme analises filogenética.
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Fonte: HIV e AIDS Virologia UFF 2017

4.3 BIOLOGIA ESTRUTURAL DO HIV

O HIV diz respeito ao virus (um retrovirus pertencente a subfamilia Lentiviridae)
gue afeta o sistema imunoldgico. Uma pessoa pode ser portadora do HIV, mas
iISso n&o implica que ela manifeste sintomas ou que venha a desenvolver aids.
(MINISTERIO DA SAUDE).

https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/a/aids-hiv


https://doi.org/10.1186/1742-4690-8-84

Figura 2 — Estrutura do HIV. A imagem detalha a estrutura do

virus,apresentando as diversas glicoproteinas encontradas no envelope viral.
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Fonte: BIBLIOTECA VIRTUAL EM SAUDE, MINISTERIO DA SAUDE.

Os virions do HIV-1 possuem duas cépias de um genoma de RNA de fita simples, que
se encontram dentro de um capsideo com formato cénico, envolto por uma membrana
plasmatica proveniente da célula hospedeira e contendo proteinas do envelope viral. O
RNA gendmico tem um comprimento total de 9.750 nucleotideos (Ratner et al., 1985;
Wain-Hobson, 1989), e os virions apresentam um tamanho aproximado de 120 nm de
diametro. Recentemente, uma representacdo tridimensional detalhada das espiculas da

glicoproteina do envelope do HIV-1, que sdo essenciais para a infecgdo das celulas



hospedeiras, foi revelada através de tomografia de microscopia crioeletronica (Zhu et
al., 2006).

Zhu P, Liu J, Bess J Jr, et al. Distribuicdo e estrutura tridimensional das espiculas do
envelope do virus da AIDS. Natureza. 2006; 441 :847-852. [ PubMed ]

[ CrossRef ] [ Lista de referéncias ]

Figura 3 — Ciclo de replicagdo do HIV. Este infografico demonstra o ciclo de

replicacdo do HIV, que tem inicio quando o HIV se funde a superficie da célula

do hospedeiro.
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Legenda: Um capsideo, que carrega 0 genoma e as proteinas virais, penetra
na ceélula. A estrutura do capsideo se desmantela e a proteina do HIV,
denominada transcriptase reversa, converte 0 RNA viral em DNA. O DNA viral
€ transportado para o nucleo, onde a proteina integrase do HIV insere o DNA
do HIV no DNA do hospedeiro. Utilizando o maquinario de transcricdo do
hospedeiro, o DNA do HIV é transcrito em varias copias do novo RNA do HIV.
Uma fracdo desse RNA constitui 0 genoma de um virus novo, enquanto outras
copias do RNA séo utilizadas pela célula para gerar novas proteinas do HIV. O
RNA viral recém-formado e as proteinas do HIV se deslocam até a superficie
da célula, onde um novo HIV imaturo € formado. Por fim, o virus é liberado da
célula, e a proteina do HIV, chamada protease, processa as poliproteinas

recém-sintetizadas para criar um virus maduro e infeccioso.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16728975
http://dx.crossref.org/10.1038/nature04817
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK304351/#a010.R304

Fonte: (BIBLIOTECA NACIONAL DE MEDICINA).

https://www.niaid.nih.gov/diseases-conditions/hiv-replication-cycle

4.4 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

A terapia antirretroviral, conhecida como TARV, consiste em um conjunto de
farmacos voltados para o tratamento do HIV. Esses medicamentos nao
possuem a capacidade de eliminar o virus nem de curar a infecgdo por HIV.
Contudo, quando utilizados em conjunto, eles podem inibir a multiplicacdo do
virus. Com a reducdo da atividade viral, as manifestacbes da doenca
relacionada ao HIV também sdo desaceleradas. Os farmacos utilizados no
tratamento antirretroviral sdo denominados ARVs. A abordagem que combina
esses medicamentos € referida como TARV de alta atividade, ou HAART.
(IAPAC)

https://www.iapac.org/fact-sheet/antiretroviral-therapy-art/

Caso os farmacos sejam suspensos, o virus tem a capacidade de se recuperar
em um periodo de 13 semanas (DEEKS, OVERBAUGH, PHILIPS et al.., 2015).

4.5 TERAPIA GENICA

A terapia génica € uma abordagem que insere genes saudaveis nas células para
tratar enfermidades. Essa técnica faz uso de métodos de DNA recombinante
para alterar ou substituir genes defeituosos. Ao inserir um gene saudavel, é
possivel restaurar uma informacdo que esta faltando ou incorreta no DNA de
uma pessoa, 0 que pode resultar na cura da patologia ou na diminuicao dos
seus sintomas. (SITE TODA MATERIA).

MAGALHAES, Lana. Terapia génica: o que € e como funciona. Toda Matéria, [s.d.]. Disponivel em:
https://www.todamateria.com.br/terapia-genica/. Acesso em: 11 set. 2025

Em 1990, os Estados Unidos conduziram o primeiro protocolo clinico de terapia
génica em seres humanos, envolvendo duas criancas com imunodeficiéncia
combinada severa. A conquista parcial desse protocolo gerou um aumento
significativo no numero de pesquisas voltadas para o uso terapéutico de genes.
A empolgacdo gerada pelos primeiros resultados fez com que, ao longo da
década de 1990, a terapia génica passasse a ser comparada a outras
inovagdes que transformaram a medicina moderna, como a criagdo de vacinas,
técnicas de anestesia e a descoberta de antibidticos. A facilidade relativa de
manipulacdo dos vetores genéticos provenientes de virus, juntamente com o
aumento na habilidade de isolar genes humanos, gerou grandes expectativas
de progresso acelerado nesse tipo de terapia, causando também bastante



entusiasmo na midia e nas pesquisas do campo. No entanto, esse otimismo
inicial ndo foi respaldado, pois diversos problemas foram identificados em
protocolos clinicos de terapia génica aplicados a humanos, o que evidenciou
gue ainda ha um longo caminho a seguir antes que essa tecnologia possa ser
amplamente integrada na rotina dos hospitais. Contudo, avancos significativos
tém sido realizados, e novas estratégias tém expandido o alcance da terapia
génica, criando novas oportunidades para seu uso. A elevagdo no numero de
protocolos clinicos demonstra as elevadas expectativas em relacdo a eficacia
da terapia génica para tratar enfermidades que afetam a sociedade ha um
periodo prolongado, com escassas op¢des na medicina tradicional. Dentre as
importantes inovacdes recentes, salienta-se a aplicacdo de moléculas de RNA
de fita dupla, que funcionam como silenciadores de genes por meio de
processos que codificam a enzima timidina quinase em células que apresentam
uma deficiéncia desse gene. A técnica adotada, utilizando DNA purificado,
embora ofereca dados Evidentemente, ainda apresentava baixa eficiéncia.
Assim, a recomendacdo previamente sugerida de empregar virus inofensivos
como veiculos para a transferéncia de genes ganhou destaque. Essa proposta
resultou em pesquisas aprofundadas, e nos anos de 1983 e 1984 foram
introduzidos os primeiros sistemas de vetores originados de trés tipos de virus:
retrovirus, adenovirus e virus adenoassociados (AAV). (PROFESSORES DO
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA DO INSTITUTO DE CIENCIAS
BIOMEDICAS DA USP) Individuos que sofrem de condi¢cdes genéticas sdo
considerados possiveis receptores de terapia génica, uma vez que a insercao
de um gene saudavel poderia melhorar sua condicdo clinica. Um exemplo
simples de compreender é a hemofilia, na qual as pessoas apresentam uma
alteracdo em um dos genes que desempenham um papel na producdo de um
dos fatores de coagulacdo. Se este elemento for novamente inserido na
corrente sanguinea, o periodo de coagulacdo retorna aos niveis normais,
prevenindo hemorragias que podem ser mortais. Os genes responsaveis pelos
fatores VIII e IX (hemofilias A e B) foram clonados em diversos vetores. Para
que exista um efeito terapéutico, € imprescindivel que o gene se manifeste nas
células de um tecido do paciente que permita a liberacdo do fator de
coagulacdo na circulacdo sanguinea. Neste cenario, as células do figado
mostraram-se adequadas, visto que esse 6rgao recebe uma grande quantidade
de sangue. Doencas genéticas que se desenvolvem ao longo da vida, como
cancer, problemas cardiacos e infec¢bes virais (como a Aids, por exemplo),
sdo também focos de tratamentos de terapia génica. A proposta nesses casos
€ essencialmente a insercdo de genes que possam alterar o funcionamento
das células tumorais, impedir a reproducdo viral ou, simplesmente, ativar o
sistema imunoldgico, proporcionando assim um beneficio terapéutico ao
paciente. Esses protocolos de terapia génica para enfermidades genéticas
adquiridas tém sido amplamente investigados devido a evidente importancia
gque os éxitos podem trazer para a saude das pessoas. (PROFESSORES DO
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA DO INSTITUTO DE CIENCIAS
BIOMEDICAS DA USP)

file:///C:/Users/Aluno/Downloads/frcosta,+06.pdf

4.6 SISTEMA CRISPR-CAS9



A tecnologia CRISPR é um sofisticado método de edi¢cdo genética baseado em
um sistema de imunidade bacteriano contra infec¢des virais, que vem sendo
estudado e aprimorado desde 2011. Atualmente, cientistas do mundo inteiro
utilizam a técnica para edicdo de genes para as mais diversas aplicacfes. Na
area de saude humana, a CRISPR apresenta um grande potencial para
revolucionar a maneira como lidamos com doencas genéticas desafiadoras
para a medicina.

NASCIMENTO, L.X. CRISPR/Cas9: Como funciona e como pode revolucionar a
medicina moderna?. Revista Blog do Profissdo Biotec, v.8, 2021. Disponivel em:
<https://profissaobiotec.com.br/crispr-funcionamento-pode-revolucionar-medicina/ >
Acesssado em: dd/mm/aaaa

CRISPR é um acrénimo de Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats. Em poucas palavras, sdo familias de sequéncias de DNA
encontradas em certas bactérias. Essas sequéncias contém, por sua

vez, fragmentos de DNA de virus que ja infectaram essas bactérias
anteriormente.

Os CRISPRs funcionam como uma meméria imunoldgica, pois armazenam a
impresséo digital molecular dos virus no DNA das bactérias. Dessa forma,
novas infeccdes podem ser detectadas e neutralizadas, resultando na
imunizacgao destas células.

O funcionamento do CRISPR é simples de entender. Uma enzima chamada
Cas9 age como uma "tesoura molecular". Ela € usada para cortar e modificar
secOes de DNA associadas a uma doenca (ou, em outras palavras, um ataque
de virus), ou qualquer tipo de defeito que precise ser reparado.

Como a enzima encontra o local exato para cortar e agir? Outra molécula,
0 RNA guia, direciona estas "tesouras” para o local exato onde ocorreu a

mudanca de DNA. Uma vez feito o corte, 0S mecanismos necessarios sao
colocados em andamento para reparar o fragmento.

Os CRISPRs sao conhecidos desde os anos 80, embora sua funcao exata s6
tenha sido descoberta na ultima década. Em 2015, eles foram considerados

0 maior avanco cientifico do ano, pois tornaram possivel decifrar essas
sequéncias repetitivas presentes no DNA de algumas bactérias. Gracas a
eles, foram feitos enormes progressos no campo da edi¢do genética, tornando
0S processos mais baratos e abrindo a porta para uma ampla gama de
possibilidades.
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Figura 4- Viséo geral do sistema bacteriano CRISPR-cas9
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Legenda: Na imagem A é representado o locus CRISPR e na B a adicdo de um novo
espacador e a clivagem do DNA invasor.

E composto por matrizes de espacadores de repeticdo CRISPR, que podem
ser posteriormente transcritas em RNA CRISPR (crRNA) e RNA

CRISPR transativador (tracrRNA), e um conjunto de genes associados a
CRISPR (cas) que codificam proteinas Cas com atividade de endonuclease..
Quando os procariontes sao invadidos por elementos genéticos estranhos, o
DNA estranho pode ser cortado em pequenos fragmentos por proteinas Cas,
entdo os fragmentos de DNA serao integrados a matriz CRISPR como novos
espacadores . Uma vez que o mesmo invasor invade novamente, o crRNA
reconhecera e pareara rapidamente com o DNA estranho, o que guia a
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proteina Cas para clivar sequéncias alvo de DNA estranho, protegendo assim o
hospedeiro .

Koonin EV, Makarova KS CRISPR-Cas: um sistema de imunidade adaptativa
em procariontes. F1000 Biol Rep. 2009;1:95. doi: 10.3410/B1-95. [ DOI |
[ Artigo gratuito do PMC ] [ PubMed ] [ Google Scholar ]

Makarova KS, Haft DH, Barrangou R., Brouns SJ, Charpentier E. Evolucao e
classificacdo dos sistemas CRISPR-Cas. Nat Rev Microbiol. 2011;9:467-477.
doi: 10.1038/nrmicro2577. [ DOI ] [ Artigo gratuito do PMC | [ PubMed |

[ Google Scholar]

Figura 5- Complexo cRNA- tracrRNA
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Legenda: O crRNA derivado do protoespagador hibridiza com o tracrRNA. O hibrido formado
complexa com a Cas9, dirigindo-se até ao DNA alvo onde a regido referente ao
protoespacador se liga por complementaridade, permitindo a clivagem pela Cas9.
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Os seus dois dominios de clivagem sao o dominio nucleasico tipo HNH, que
cliva a 3 pares de bases a

montante da sequéncia PAM na cadeia-alvo (“protospacer adjacente motif”,
sequéncia

conservada adjacente a sequéncia guia — em SpyCas9 é 5-NGG-3’, sendo N
qualquer

nucledtido); e o dominio nucleésico tipo RuvC, que cliva no mesmo local, mas
na cadeia

oposta a cadeia-alvo. A enzima so6 funciona quando ligada ao tracrRNA, pois
necessita deste

para ocorrer a sua ativacao estrutural. Apos formacao do hibrido de
reconhecimento RNA-

DNA e da clivagem de ambas as cadeias, a enzima mantém-se ligada ao DNA
recém-clivado

até outros fatores celulares removerem a enzima.

Fonte: Universidade de Lisboa
4.7 GENES DE INTERESSE PARA A TERAPIA GENICA
4.7.1 GENE CCR5

O gene CCR5 esté localizado na posicéo 21 do braco curto do cromossomo
3 (3p21) e codifica o receptor de quimiocinas CC humano do tipo 5, CCR5.
Ele é composto por 4 éxons e 2 introns, e ndo ha intron entre os éxons 2 e
3. A transcricdo é iniciada em 2 diferentes promotores, ambos ricos em
adenina e timina. Padrbes de splicing alternativo podem gerar dois
transcritos diferentes da CCR5: a CCR5-A e a CCR5-B, que codificam uma
proteina idéntica (CCR5) em diferentes tipos celulares. O padrdo de
regulacdo da expressdo desses transcritos varia em resposta a uma
variedade de sinais extracelulares, como citocinas e quimiocinas

https://revistaft.com.br/pessoas-com-mutacao-no-receptor-ccrs-sao-resistentes-
ao-hiv-sera-que-a-destruicao-desses-receptores-e-a-cura-para-essa-doencal

4.7.2 GENE CXCR4

O gene CXCR4 codifica o co receptor CXCRA4, esta localizado no
cromossomo 2, na regiao g22.1 que codifica o receptor CXCR4 para a
guimiocina CXCL12 e é expresso em varios tecidos e diferentes células,
incluindo diversos subconjuntos de leucdcitos, células progenitoras
hematopoiéticas e células ndo hematopoiéticas, como células endoteliais e
epiteliais. Em 1996, o CXCR4 foi descoberto como um dos co fatores
necessarios para mediar a infec¢ao por HIV tréfico de linfocitos T em células
permissivas e, como consequéncia, muita atencao tem sido dada a esse
receptor em termos de fisiopatologia do HIV (MURDOCH., 2000)

4.8 EDICAO DOS CO RECEPTORES CXRC4 E CCR5
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Um receptor para PBSF/SDF-1 foi demonstrado ser o CXCR4, que € um
correceptor de entrada para o HIV-1 com tropismo para linhagem de células T.
Embora se acreditasse que as células murinas nao possuiam correceptores
funcionais, o CXCR4 murino permitiu a entrada do HIV-1 em células-alvo com
CD4 humano. Além disso, foi identificado um pequeno inibidor de CXCR4 que
bloqueia a entrada do HIV-1.

Os receptores de quimiocinas CCR5 séo expressos em células T ativadas e
estas tém perfil de citocina tipo Thl (2). Entretanto as quimiocinas sao muito
menores

que as citocinas e desempenham sua atividade via receptores com sete a-
hélices

transmembrana acoplados a proteina G, 0os quais sao tipicos para atracao de
leucdcitos

(1). O gene que codifica 0 CCR5 esta localizado na regido p21.3 do
cromossomo 3

humano. Outros genes de receptores de quimiocinas estdo proximos desta
regido. CCR5

€ um dos receptores da familia de quimiocinas CC (o qual se liga as
guimiocinas CCL3,

CCL4, CCL5) presente principalmente em células do sistema imune como
linfécitos e

macréfagos. Tem a funcdo de encaminhar estas células ao sitio de inflamacéo(

Nagasawa T, Tachibana K, Kishimoto T. A novel CXC chemokine PBSF/SDF-1 and
its receptor CXCR4: their functions in development, hematopoiesis and HIV
infection. Semin Immunol. 1998 Jun;10(3):179-85. doi: 10.1006/smim.1998.0128.
PMID: 9653044.

4.9-Edicao simultanea dos co receptores CXCR4 e CCR5

Foram projetadas no estudo de Liu et al., 2017, duas combinagdes
diferentes de gRNA visando CXCR4 e CCR5, em um unico vetor. Os dois
plasmideos construidos foram referidos como lenti-X4R5-Cas9-#1(ou#l) e34
lenti-X4R5-Cas9-#2 (ou# 2),

Foram feitos ensaios, que mostraram que infec¢des dos virus HIV-1 que
possuem tropismo por CXCR4 ou CCR5 foram significativamente reduzidas em
células CXCR4 e CCR5 modificadas, e as células editadas exibiram uma
vantagem seletiva sobre células ndo modificadas durante a infecg&o por HIV-1.
Foi realizada também uma analise fora do alvo, que mostrou que nenhuma
edicdo nédo especifica foi encontrada em outros locais previstos. Além disso, 0s
ensaios de apoptose indicaram que a ruptura simultdnea de CXCR4 e CCR5
em células T CD4+ primarias por CRISPR-Cas9 néo tiveram efeitos citotoxicos
Obvios na viabilidade celular (LIU et al., 2017).35

Existe a preocupacéo de que o uso de um CRISPR-Cas9 que inativa o

CCRE5 leve a selecao de cepas de HIV-1 X4-trépicas. Assim, o direcionamento
de CCR5 sozinho ndo poderia ser usado em individuos que abrigam virus de



trépico duplo ou misto, que € aproximadamente metade dos individuos com
AIDS. Para proteger totalmente uma célula dos virus R5 e X4-tropicos, seria
necessaria a edicdo simultdnea de quatro alelos (YU et al., 2017).

Embora o HIV-1 use o CCR5 para mediar a entrada nas células, o CXCR4
pode funcionar como um co receptor nos estagios finais da infeccao, o que
contribui para a progressao da doenca. No estudo de Hou et al., 2015, foi
relatado que a interrupgéo do co receptor CXCR4 por CRISPR-Cas9 resultou
na protegdo de células T CD4+ priméria da infecgao pelo HIV-1 (LIU et al.,
2017).

Até entdo, apenas um estudo, que foi o de Yu et al. 2017, havia

investigado a modificagcéo simultdnea de CXCR4 e CCR5 usando
CRISPR-Cas9, que foi relatado para inibir a infeccdo pelo HIV-1 nas células.
Neste estudo, apenas uma combinacdo de sgRNA CXCR4 e CCR5 foi
avaliada. Por questdes de eficacia e seguranca, varias combinacdes de gRNAs
de CXCR4 e CCR5 devem ser avaliadas (LIU et al., 2017).

No estudo de Yu et al., 2017, foi utilizado dois métodos independentes

para entregar CRISPR-Cas9 em células T CD4 + primarias para modificar
CXCR4 e CCR5 simultaneamente. A eficacia de nocaute do gene foi avaliada
entre gRNA Unico (sgX4/sgR5) e gRNAs duplos (sgX4 e sgR5). Verificou-se
que a entrega de um Unico vetor expressando sgX4 e sgR5 rendeu ablacdo de
alta eficiéncia de CCR5 e CXCR4 (YU et al., 2017).

Em estudos anteriores, os dois gRNAs CXCRA4 direcionados e Cas9

inibiram eficientemente a infec¢éo por HIV-1 em células T CD4 +. Ja no estudo
de Liu et al. 2017, foi relatado que cada um dos dois gRNAs CXCR4
juntamente com um gRNA CCR5, combinados em um vetor
(lenti-X4R5-Cas9-#1, lenti-X4R5-Cas9-#2), pode romper CXCR4 e CCR5
simultaneamente em vérias linhas celulares, bem como linfécitos T CD4+
primarios. E importante ressaltar que as células modificadas s&o resistentes a
infeccdo por HIV-1 CXCR4-trépica e CCR5-tropica e exibem uma vantagem
seletiva sobre as células ndo modificadas durante todo o periodo de infeccéo
por HIV-1. Foi verificado ainda que o lenti-X4R5-Cas9 poderia funcionar com36
seguranca sem qualquer edi¢do ou citotoxicidade ndo especifica apos a
interrupgdo de CXCR4 e CCR5. Portanto, o estudo de Liu et al., 2017, fornece
uma base para o uso potencial do sistema CRISPR-Cas9 para bloguear
eficientemente a infec¢do pelo HIV-1 em pacientes (LIU et al., 2017).

O trabalho de Yu et al., 2017 também interrompeu com sucesso ambos 0s co
receptores em linhagens de células suscetiveis ao HIV-1 e células T CD4+
primarias com mutagénese fora do alvo indetectavel (YU et al., 2017).

Foi realizado um teste no estudo de Liu et al., 2017, para saber se o

sistema lenti-X4R5-Cas9 realmente funcionou em células T CD4+ primarias. O
lentivirus X4R5-Cas9 foi usado na eletroporacéo para transfectar as células T
CDA4+ primarias, conforme relatado em estudo anterior de Hou et al., 2015.
Apos a transfeccdo dos plasmideos em células T CD4+, foi analisada a eficacia
de nocaute no nivel do genoma, e assim foi descoberto que os genes CXCR4
e CCR5 foram editados especificamente como esperado, mostrando assim que
lenti-X4R5-Cas9 havia interrompido eficientemente os alvos CXCR4 ou CCR5
(LIU et al., 2017).

No estudo de Liu et al., 2017, foi descoberto que o CRISPR-Cas9 poderia
romper eficientemente os co receptores do HIV, CXCR4 e CCR5
simultaneamente usando gRNAs combinados visando as sequéncias dos
genes CXCR4 e CCR5. O sistema CRISPR-Cas9 demonstrou ser toleravel a
incompatibilidade entre gRNAs projetados e seus alvos. A analise fora do alvo
foi realizada e nenhum desvio evidente foi detectado em qualquer um dos
locais previstos nas células T CD4 + primarias, que confirmaram a
especificidade dos gRNAs projetados (LIU et al., 2017).

A partir de um estudo clinico, o Paciente de Essen, que era um paciente de

27 anos com infec¢éo por HIV-1 e linfoma anaplasico de grandes células,
recebeu um transplante de células-tronco CCR5A32 compativel com HLA, que
foi semelhante ao paciente de Berlim. No entanto, ao invés deste paciente se
curar do virus como o paciente de Berlim, o resultado foi que o virus mudou



para HIV-1 X4-trépico, assim mostrando que editar apenas CXCR4 ou CCR5
pode nédo ser suficiente. Portanto, a ruptura simultanea dos co receptores do
HIV deve ser considerada (LIU et al., 2017).

Embora estudos sobre edicdo de CXCR4 e CCR5 em células sejam
limitados, Yu et al., 2017 também relataram recentemente que eles37
interromperam com sucesso CXCR4 e CCR5 simultaneamente por
CRISPR-Cas9 em linhas celulares e células T CD4 + primérias. No entanto,
para especificidade e eficiéncia, mais sitios alvo CXCR4 e CCR5 devem ser
considerados no estudo de edicdo simultanea dos dois genes por
CRISPR-Cas9. Para isso ser possivel é necessario que mais estudos
detalhados sejam realizados a respeito da dupla edi¢cdo dos co receptores do
HIV (LIU et al., 2017).

Adachi, T., Tanaka, R., Kodama, A. et al.ldentificacdo de um epitopo unico do
CXCR4 cuja ligagao inibe a infeccao pelos virus da imunodeficiéncia humana
tipo | trépicos para CXCR4 e CCR5. Retrovirology 8 , 84 (2011).
https://doi.org/10.1186/1742-4690-8-84

CONSIDERACOES FINAIS

A patrtir das informacdes coletadas foi possivel compreender, por meio
dessa revisao bibliogréfica, como o HIV causa a infeccdo nas células alvo,
assim podendo analisar uma nova possibilidade de tratamento, visto que a
TARV é o Unico tratamento existente.

Com o intuito de apontar uma nova terapia para o HIV, foi abordado o
funcionamento do sistema CRISPR-Cas9 para edi¢cdo dos co receptores
celulares CCR5 e CXCRA4.

Adachi, T., Tanaka, R.,, Kodama, A. et al.ldentificacdo de um epitopo Unico do
CXCR4 cuja ligagao inibe a infeccao pelos virus da imunodeficiéncia humana
tipo | trépicos para CXCR4 e CCR5. Retrovirology 8 , 84 (2011).
https://doi.org/10.1186/1742-4690-8-84
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