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RESUMO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) foi descrito pela primeira vez em 1981 e
apesar do tratamento aumentar a sobrevida dos infectados, milhdes de pessoas ainda
morrem em decorréncia da doenga. No entanto, grandes avancos tém sido realizados na
busca de sua cura, em especial estudos utilizando a terapia génica, que consiste na
transferéncia de material genético para dentro da célula com o objetivo de conferir
beneficio terapéutico. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo analisar o
avanco para a cura da infeccdo pelo HIV com a utilizagdo da terapia génica mediante a
uma revisdo de literatura. Os estudos mostraram que a técnica apresenta-se promissora,
com resultados positivos, entretanto ainda realizada apenas em culturas de células e
camundongos, sendo necessarias mais pesquisas para que a mesma possa ser utilizada em
seres humanos.

Palavras-chave: Terapia génica, HIV.

ABSTRACT

The human immunodeficiency virus (HIV) was first described in 1981 and, despite the
treatment increasing the survival of those infected, millions of people still die from the
disease. However, great advances have been made in the search for a cure, especially
studies using gene therapy, which consists of the transfer of genetic material into the cell
in order to confer therapeutic benefit. Thus, the present study aimed to analyze the
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progress towards the cure of HIV infection using gene therapy through a literature review.
The studies showed that the technique is promising, with positive results, however, still
performed only in cell cultures and mice, requiring further research before it can be used
in humans.

Keywords: Gene therapy, HIV.

1 INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) atualmente consta com 38 milhdes de
pessoas infectadas por todo 0 mundo, contando com 690 mil mortes relacionadas a AIDS
até o fim de 2019 e 1,7 milhdo de novas infec¢cbes. O HIV é uma doenca que ha
tratamento, contudo ndo ha cura. Existem trabalhos que obtiveram grande avanco para
cura-la. Através da utilizacdo da terapia génica, que pode ser definida como a
transferéncia de material genético para dentro das células de um individuo, com o objetivo
de conferir um beneficio terapéutico. O HIV é um virus de RNA que utiliza as proteinas
CCR5 e CXCR4 como co-receptor para entrar nas células de defesa como linfocitos T
CD4 e macréfagos, e através dessa entrada, multiplicar-se e destruir as células de defesa
que geram imunodepressdao no paciente. Com a utilizacdo da terapia génica, varios
estudos mostraram grande eficacia em editar o genoma, e fazer mudancgas precisas e
direcionadas ao genoma de células vivas, onde consiste em eliminar os 32 pares de bases
nitrogenadas da cadeia de DNA que codifica o gene, contribuindo para que a proteina
CCR5 seja ndo funcional. Como essa proteina é o sitio primério de ligacdo do virus HIV
com as células T, sem o receptor exposto na membrana, o virus ndo consegue infectar a
célula, resultando na diminuicéo da carga viral e em seguida, eliminando todas as células
infectadas e sucedendo a cura ao paciente. Portanto, estudos sobre este tema é de grande
relevancia, pois apesar de haver tratamento muitos ainda morrem devido ao avango da
infecgdo, que gera a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Mediante a isso,
este artigo desenvolve-se a partir de uma busca bibliografica em sites como SciELO,
PubMed, Science, Google Scholar e objetiva avaliar argumentagdes propostas por autores
entre os anos de 1993 e 2020.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 HISTORIA DO HIV
O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) teve inicio na década de 80, contando

com os primeiros casos na Africa e nos Estados Unidos, a partir da identificacdo de um
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numero elevado de pacientes homossexuais que haviam comprometimento do sistema
imune. Todos os fatos convergiram para a concluséo de que se tratava de uma nova
doenca, ainda ndo classificada, de etiologia provavelmente infecciosa e transmissivel, em
1981 o agente etioldgico foi identificado como um retrovirus humano, atualmente
denominado HIV (FORATTINI, 1993).

Nos dias atuais, hd muito conhecimento sobre esta doenca, portanto a evolugéo do
HIV para AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), e até mesmo a morte, é baixa
em relacdo ao passado, pois cerca de 25,4 milhdes de pessoas possuem acesso a terapia

antirretroviral tendo assim uma melhor expectativa de vida.

2.2 EPIDEMIOLOGIA

O HIV é uma infeccdo sexualmente transmissivel (IST) que acomete 0 mundo
inteiro, dados mostram que em 2020 o namero total de pessoas vivendo com HIV era de
38 milhdes onde 70% das pessoas que possuem HIV vivem na Africa, foi mostrado
também que 690.000 pessoas morreram de doencas relacionadas a AIDS até o fim de
2019. Cerca de 75,7 milhdes de pessoas foram infectadas desde o inicio da epidemia e
mais de 32,7 milhdes morreram. A mortalidade relacionada a AIDS diminuiu 39% desde
2010 (UNAIDS, 2020).

Dos 38 milhdes cerca de 20,6 milhdes vivem na Africa Oriental e Austral. A
América Latina ocupa a quarta posicdo em nimero de infectados no mundo. O Brasil é 0
pais que possui 0 maior nimero de casos de HIV na regido (UNAIDS, 2018). No Brasil,
de 1980 até junho de 2011, 608.230 casos de aids foram notificados. Em 2010, houve o
registro de 34.218 novos casos da doenca e a taxa de incidéncia de AIDS no pais chegou
a 17,9 casos por 100.000 habitantes (SCARPELLINI, 2011).

2.3 HIV ETIOLOGIA E PATOGENIA

O HIV é um retrovirus com genoma RNA. E pertencente ao grupo de retrovirus
citopaticos ndo oncogénicos que necessitam de uma enzima chamada transcriptase
reversa para poderem se multiplicar, esta enzima € responsavel por transcrever o RNA
em DNA, podendo entdo integrar-se ao genoma do hospedeiro e se multiplicar,
provocando infecgéo latente a longo e curto prazo, ocasionando de forma progressiva e
fatal sindromes debilitantes acompanhadas de degeneracdo do Sistema Nervoso Central
(SNC) (RODRIGUES et al., 2018).
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O HIV, uma vez presente na corrente sanguinea, ataca as células responsaveis pela
defesa do nosso corpo, que pode se desenvolver para Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) se ndo tratado. Prioritariamente, a infeccdo pelo HIV ocorre nos
macrofagos e linfocitos T CD4+, e com o passar do tempo infecta as células T CD4+ de
memoria. Atraves de alteracdes no DNA dessa célula que o HIV faz copias de si mesmo
e, depois de se multiplicar, rompe os linfécitos em busca de outros para continuar a
infeccdo, seguindo um ciclo interminavel (Figura 1) (RODRIGUES et al., 2018).

Figura 1 — Ciclo do HIV
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Fonte: Fernandes (2017)

O virus possui algumas caracteristicas proprias. Dentre elas, a existéncia de uma
camada mais externa, o envelope, formado por glicoproteinas. As proteinas virais
encontradas no envelope sdo as glicoproteinas 120 (gp120) e 41 (gp41). A gpl120 é a mais
externa, responsavel pela ligacdo do virus com as células hospedeiras resultando na
exposicao da gp41, facilitando a fusdo virus-célula (GINESTE et al., 2002).

Foi identificado dois principais co-receptores para a entrada do HIV nas células,
0 CXCR4 e CCRb5. Especificamente, 0 CXCR4 é usado pelo virus em linhagens de células
T, o CCR5 em linhagens de macrofagos. Porém outros co-receptores ja foram
identificados, como por exemplo, 0 CCR3, que é uma quimiocina expressa em eosindfilos
e células da microglia, e é usado por algumas cepas de HIV para a infeccdo da microglia
(BITANTE; FILHO, 2017).
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2.4 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagndstico para a infec¢do do HIV é feito em principios por meios soroldgicos.
O teste por ELISA é altamente sensivel para a presenca de anticorpos anti-HIV e foi o
primeiro desenvolvido para detectar a presenca desses anticorpos em doacgdes de sangue.
Hoje ele é rotineiramente utilizado em diagnosticos desenvolvidos para a infeccdo pelo
HIV (GINESTE et al., 2002; apud BENJAMINI et al., 1996). A confirmac&o do resultado
positivo é realizada por Western Blot, que detecta a presenga de anticorpos para varias
proteinas do HIV; especialmente para p24 ou p31, gp4l e gp120/gpl60. A presenca de
anticorpos para estas proteinas virais é considerada uma comprovacdo da infecgédo
(GINESTE et al., 2002).

Os primeiros antirretrovirais (ARV) surgiram em 1987, e com o decorrer dos anos
foram fabricados outros mais eficazes. Eles agem inibindo a multiplicacdo do HIV no
organismo e, consequentemente, evitam o enfraquecimento do sistema imunolégico. Séo
varios remédios usados para o tratamento, como: Inibidores nucleosideos da transcriptase
reversa, essa classe de medicamento atua sobre a enzima transcriptase reversa, tornando
defeituosa a cadeia de DNA que o virus cria dentro das células de defesa. Essa acao
impede que o virus se reproduza; Inibidores de protease, medicamentos que atuam na
enzima protease, bloqueando sua acdo e impedindo a producdo de novas células
infectadas com HIV; Inibidores da integrase, medicamentos que bloqueiam a atividade
da enzima integrase, responsavel pela inser¢do do DNA do HIV ao DNA humano. Assim,
inibe a replicacdo do virus e sua capacidade de infectar novas células (SOUZA;
ALMEIDA, 2003; MELO, 2006).

2.5 MUTACAO DO CCR5

O receptor da quimiocina CCR5 serve como um co-receptor para o HIV,
permitindo que o virus entre nas células T CD4 humanas e macréfagos. Na auséncia do
CCR5 o virus ndo consegue iniciar a infeccdo com sucesso. Estudos ja relataram
mutacdes naturais do gene CCR5 onde eram deletados 32 pares de bases conhecido como
CCR5 Delta 32, individuos portadores dessa mutacéo apresentam resisténcia a infeccao
pelo HIV (NI et al., 2018; AGRAWAL et al., 2004).

A mutacdo CCR5 Delta 32 causa uma mudanca de quadro com um cédon de
parada prematuro e gera uma forma incompleta de CCRS5, a proteina incompleta néo é
expressa na superficie celular e, portanto, a ligacdo viral ao receptor é impedida. Sendo

assim, individuos homozigotos para CCR5 Delta 32 foram protegidos contra o0 HIV
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(Figura 2) (RONSARD et al., 2019). Com essa descoberta, muitos cientistas tentam

utilizar esta mutacdo com a terapia génica.

Figura 2: Mutacdo do gene CCR5 mostrando a incapacidade do HIV de se ligar na célula.
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Fonte: what-when-how.com (2016).

2.6 TERAPIA GENICA

O termo terapia génica pode ser definido como a transferéncia de material
genético para dentro das células de um individuo com o objetivo de conferir um beneficio
terapéutico. O principio da terapia génica baseia-se no entendimento de que um gene ou
varios genes estdo defeituosos ou mutados. Este defeito acarreta a produgédo descontrolada
ou a supressdo de uma proteina essencial para o funcionamento normal das células. A
terapia génica é a esperanca de tratamento de um grande numero de doencas até hoje
consideradas incuraveis por métodos tradicionais (SILVA et al, 2001).

De acordo com Linden (2010), existem varios vetores para a terapia génica, como
os plasmideos que sdo sequéncias de DNA, eficazes para expressao de genes, nas quais €
possivel inserir um gene terapéutico por técnicas de DNA recombinante. Os vetores virais
0s virus sdo micro-organismos especializados exatamente em invadir células e nelas
introduzir material genético, essa propriedade é explorada para introduzir genes
terapéuticos nas células, por meio de tecnologias de DNA recombinante. E também h& os
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vetores nanoestruturados esta forma esta sendo desenvolvida para introduzir DNA a partir
de preparados obtidos por técnicas avancadas de nanotecnologia.

Dentre as centenas de ensaios clinicos de terapia génica ja encerrados, a maioria
destinou-se a testar a seguranca do procedimento. Em certos casos, a identificacdo
precoce de efeitos adversos durante o estudo foi suficiente para encerrar imediatamente
0 teste, evitando risco de agravamento. Mas, em muitos casos, o procedimento empregado
foi considerado seguro quando os efeitos adversos foram ocasionais, discretos e toleraveis
(LINDEN, 2010).

Sucessos pontuais ja solidificam a viabilidade de tratamentos por terapia génica
na prética clinica, sendo uma forma alternativa para pacientes com doencas congénitas
ou desordens monogénicas e cancer, especialmente quando remédios ou cirurgias ndo
apresentam bons resultados (GONCALVES; PAIVA, 2017).

2.6.1 Terapia génica aplicada ao HIV

Estudos demonstram o uso da terapia génica para infecgdo por HIV, agindo no
genoma viral ou por inducgéo de protecdo do hospedeiro com mutacdes terapéuticas nas
células humanas. O estabelecimento de reservas do HIV requer a integracdo do DNA do
virus no genoma celular do hospedeiro. Portanto, teoricamente, deletar ou desativar o
DNA proviral poderia eliminar as reservas virais latentes e ser uma ferramenta de cura da
AIDS (BITANTE; FILHO, 2017).

Um estudo com Matsuura (2017) cientistas modificaram o DNA de células-tronco
hematopoiéticas (células responsaveis pela formacdo dos componentes do sangue)
utilizando uma molécula sintética que altera os genes de celulas que irdo produzir
linfocitos T resistentes a penetracdo do HIV, e as injetaram em primatas. Dois anos depois
do experimento os animais continuavam a produzir linfocitos T capazes de conferir
resisténcia a penetracao do virus HIV.

A ZFN (Nucleases de dedo de zinco) e CRISPR/Cas9 séo ferramentas versateis
para disrupc¢éo de genes que tém o potencial para revolucionar o campo da terapia génica
contra o HIV. Elas fornecem meios significativos para interromper fatores necessarios
para a infeccdo pelo virus, bem como para eliminar o genoma do HIV integrado ao
hospedeiro, sendo considerado um meio para erradicar a laténcia viral.

A ZFN ¢é uma classe de fatores de transcricdo eucariéticos que se ligam ao DNA
e que atuam em conjunto com fatores especificos de restricdo para clivagem de sitios

deste DNA. Assim, cada modulo reconhece pares de bases restritas na fita genética da
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célula. Uma vez que cada par ZFN ¢é projetado especificamente para reconhecer uma
determinada sequencia de pares de bases, pode, teoricamente, ser projetado para torna-lo
unico e altamente especifico para o gene alvo, levando a sua ruptura. Como resultado
poderia estimular os mecanismos de reparo do DNA e alterar funcGes celulares, através
de insercdes de nucleotideos, supressdo ou mutacéo génica (DIDIGU et al., 2014).

Porém, a terapia mais estudada e usada para o HIV atualmente é o CRISPR, uma
maquinaria encontrada em bactérias, que consiste em pequenas propor¢fes de DNA
bacteriano composta por repeticbes de nucleotideos. Cada uma dessas repeticdes
encontra-se adjacente a um “espacador de DNA”, que corresponde a uma regido nao-
codificante inserida no DNA bacteriano ap6s o contato com genomas invasores de
bacteriéfagos ou plasmideos. A transcricdo locus CRISPR resulta em pequenos
fragmentos de RNA com capacidade de reconhecer um DNA exdgeno especifico e atuar
como um guia de modo a orientar a nucleasse Cas, que ira promover a clivagem e
consequentemente a eliminacdo do DNA invasor caso este entre em contato novamente
com a bactéria. Sendo assim € capaz de editar o0 genoma fazendo mudangas precisas e
direcionadas ao genoma de ceélulas vivas (Figura 3) (BATISTA; NUNES, 2019.
SALSMAN; DELLAIRE, 2017). O CRISPR também possui maior vantagem sobre o
ZFN pois o seu tamanho € menor, sendo mais facil de inserir em construcdes lentivirais,
tem um risco menor de clivagem fora do alvo, menos caro e demonstrou maior eficiéncia
(OPHINNI et al., 2018).
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Figura 3: Sistema CRISPR/Cas9

Exogeno
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Fonte: Arend (2017)

Com o CRISPR / Cas9 € possivel interromper genes como 0 CCR5 ou CXCR4
que é um co-receptor da infeccdo pelo HIV que ajuda a entrada viral nas células CD4 +
humanas por ligacdo a proteina do envelope (gp120), o gene CXCR4 humano é
eficientemente interrompido pela edicdo do genoma mediada por CRISPR / Cas9,
levando a resisténcia ao HIV-1 das células T CD4 + primérias humanas (HOU et al.,
2015).

Com esta ferramenta, houve um avanco muito significativo no combate ao HIV,
pois promove a eliminacdo do virus na fase aguda quanto no estagio de laténcia. Genes
codificando a endonuclease Cas9 e RNAs guias contendo como alvo o DNA viral, quando
inseridos em um adenovirus indcuo ao animal, mas que é capaz de infectar varias células
possui a capacidade de reduzir a carga viral radicalmente a niveis indetectaveis (FUSCO,
2017).

De acordo com Kaminski (2016) a edicdo de DNA CRISPR / Cas9 guiado por
RNA conseguiu remover com precisdo todo o genoma do HIV-1 de células T CD4+
humanas infectadas, conseguindo assim proteger contra novas infecgdes pelo HIV-1. Foi
visto também que o CRISPR / Cas9 entregue por lentivirus diminuiu significativamente
a replicagdo do HIV-1 em culturas de células T CD4+ primérias infectadas e também
reduziu radicalmente a carga viral na cultura ex vivo de pacientes infectados, mostrando
entdo como o sistema CRISPR / Cas9 pode servir como um meio favoravel para alcancar

curas funcionais. Em um estudo Kaminski conseguiu modificar o sistema CRISPR/Cas9
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para permitir o reconhecimento de sequéncias de DNA especificas posicionadas dentro
do promotor de HIV-1 abrangendo a sequéncia terminal longa 5 '. Usando este sistema,
eles conseguiram eliminar completamente a producéo viral de uma linha de células T

infectadas com HIV-1 latente através da inibi¢do da histona desacetilase (HDAC).

3 ESTUDOS EM ORDEM CRONOLOGICA DE PUBLICA(;()ES REFERENTES
A TERAPIA GENICA APLICADA AO HIV

O avanco para a cura do HIVV vem sendo cada vez maior e mais significativos,
muitos estudos ja conseguiram realizar em cobaias e culturas de células a diminuicdo e
até a erradicacdo do HIV. Holt e colaboradores (2010) mostrou que, com a utilizacéo da
técnica nuclease de dedo de zinco (ZFN) permitiu interromper o gene CCR5 em células-
tronco hematopoiéticas (HSPCs), atraves disso os camundongos tratados obtiveram uma
alta diminuicdo do HIV, mostrando que o uso de células-tronco hematopoiéticas
autologas modificadas por ZFN pode ser uma abordagem clinica para o tratamento do
HIV.

Em outro estudo utilizando a ZNF para modificar células T CD4 aut6logas,
mostrou que 12 pacientes HIV positivo, que foram atribuidos ao estudo mostraram um
declinio do DNA do HIV no sangue na maioria dos pacientes, e em 1 dos pacientes o
RNA do virus tornou-se indetectavel (TEBAS et al., 2014).

Outros estudos utilizando o CRISPR / Cas9 também obteram sucesso em conferir
resisténcia ao HIV. Kaminski et al., (2016) empregaram um sistema de edicdo de DNA
CRISPR / Cas9 guiado por RNA para remover com precisdo todo o genoma do HIV-1
abrangendo entre 5 ' ¢ 3 ' LTRs de copias integradas de DNA pro-viral do HIV-1 de
células T CD4 + humanas infectadas de forma latente. A coexpressao persistente de Cas9
e 0s RNAs de guia de direcionamento especifico em células T erradicadas de HIV-1
protegeram-nas contra nova infeccao pelo virus.

Bialek e colaboradores (2016) exploraram dois sistemas ativadores derivados de
CRISPR / Cas9 como abordagens direcionadas para induzir DNA proviral de HIV-1
dormente. Esses sistemas recrutam varios dominios de ativacdo transcricional para a
repeticdo terminal longa 5 'do HIV (LTR), para a qual foi identificado uma regido alvo
ideal dentro da sequéncia LTR U3. Usando esta regido alvo, demonstraram a ativacao
transcricional de genomas provirais através do complexo mediador de ativacédo sinérgica

em varios sistemas de modelo de cultura para a laténcia do HIV. Os niveis de indugdo
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observados foram comparaveis ou mesmo mais elevados do que o tratamento com LRAS
estabelecidos.

Wang e colaboradores, em 2016 mostraram que embora o sistema CRISPR / Cas9
dirigido por RNA guia (QRNA) possa ser usado para o ataque especifico de sequéncia no
DNA proviral, o HIV-1 pode escapar de um unico gRNA antiviral por mutacdo da
sequéncia alvo. Contudo utilizando as combinagfes de dois gRNAs antivirais atrasam o
escape viral e identificaram duas combinacGes de gRNA que bloqueiam a replicagéo do
virus de forma duradoura. Foi mostrado que quando o escape viral € evitado, a clivagem
repetida de Cas9 leva a saturacdo das principais mutacfes nas sequéncias alvo
conservadas que codificam proteinas criticas. Esta hipermutacdo coincide com a perda de
virus competente para replicacdo, conforme classificado em co-culturas sensiveis com
células desprotegidas, demonstrando a inativacdo completa do virus. Estes resultados
fornecem uma prova de principio de que as células infectadas com HIV-1 podem ser
curadas funcionalmente por tratamento CRISPR / Cas9 com gRNA duplo.

Xu e colaboradores (2017) também utilizaram o CRISPR / Cas9, para editar
células-tronco hematopoiéticas e transplantaram em camundongos. Nesse estudo
interromperam de forma eficiente 0 gene CCR5 humano, projetando e rastreando
racionalmente uma série de RNAs de guia unico (sgRNAS) direcionados ao locus desde
o inicio do primeiro exon até o local de mutacdo A32 no gene CCRS humano, com isso
um efeito de resisténcia ao HIV-1 foi observado, indicado pela reducéo significativa da
titulacdo do virus e enriquecimento de células T CD4 + humanas. Evidenciando com
sucesso um sistema de ablacdo de CCR5 mediado por CRISPR / Cas9 em células-tronco
hematopoiéticas que confere resisténcia ao HIV in vivo.

Lebbink e colaboradores (2017) demonstraram que o direcionamento CRISPR /
Cas9 de loci Unico de HIV, inibe apenas parcialmente a replicacdo do HIV e facilita o
escape viral rapido no local alvo. Através disso eles utilizaram uma abordagem
combinatoria de dois gRNAs fortes direcionados a diferentes regides do genoma do HIV
podendo anular completamente a replicacdo viral e prevenir o escape viral. No estudo
avaliaram a capacidade de gRNAs expressos de forma estavel para direcionar e editar o
DNA do HIV. Duas sequéncias de gRNAS projetadas para atingir a regido LTR do HIV-
1 foram co-expressas em um vetor lentiviral com a endonuclease Cas9. Além disso, 0s
gRNAs foram projetados para atingir a proteina estrutural da matriz viral, protease,
transcriptase reversa e integrase, todas essenciais para a replicagéo viral. Eles infectaram

células Jurkat contendo uma cépia quase completa do HIV com os lentivirus contendo
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um gRNA direcionado a regido LTR (LTR6), a matriz de proteina estrutural (MA3) ou a
enzima integrase (IN5). A analise de sequéncia profunda mostrou eventos especificos de
edicdo do genoma no local alvo correspondente em 100%, 76% e 90,1% das sequéncias
para 0s gRNAs LTR6, MA3 e IN5, respectivamente. Foi visto que variantes mais
frequentemente observadas continham inser¢des ou delecbes no local alvo em
comparacdo com a sequéncia de tipo selvagem.

Os inibidores da entrada do HIV sdo altamente eficazes no controle da replicacéo
do virus. Em um estudo conseguiram desenvolver um vetor lentiviral que expressa um
inibidor de entrada secretado, chamado CD4 soluvel (sSCD4), que se liga as glicoproteinas
do envelope do HIV e inativa o virus. O sCD4 foi secretado a partir de células T CD4 +
modificadas por genes , bem como de células-tronco hematopoéticas / progenitoras CD34
+ derivadas de sangue do corddo umbilical humano (HSPCs) e protegeu células-alvo HIV
ndo modificadas da infeccdo in vitro. Para investigar a aplicacdo in vivo, foi injetado
HSPCs modificados por genes em camundongos, 0s hospedeiros suportaram a
diferenciacdo multi-linhagem de HSPCs modificados por genes humanos. Camundongos
humanizados capazes de secretar sSCD4 demonstraram uma reducdo da carga viral ao
longo do tempo em comparacdo com camundongos humanizados de controle. Em
contraste com as abordagens de terapia génica que tornam resistentes a infeccdo apenas
células-alvo do HIV modificadas por gene, esta abordagem também mostrou protecao de
células T CD4 + ndo modificadas no sangue periférico e nos tecidos (FALKENHAGEN,
2017).

Xiao; Guo e Chen em 2019 realizaram uma pesquisa utilizando CRISPR / Cas9
onde foi projetado como uma tecnologia de edicdo de genes eficaz com potencial para
tratar HIV-1 / AIDS. Mostrando que pode ser usado para atingir co-fatores celulares ou
genoma do HIV-1 para reduzir a infeccdo pelo HIV-1 e limpar o provirus, bem como para
induzir a ativacdo transcricional do virus latente em reservatdrios virais latentes para
eliminacdo. Esta tecnologia versatil de edicdo de genes foi aplicada com sucesso a
prevencéo e reducédo do HIV-1/ AIDS em células humanas e modelos animais.

Utilizando o CRISPR / Cas12a, Gao e colaboradores (2020), mostrou uma grande
eficacia em inibir o HIV em infec¢des de cultura de células com um Unico RNA guia
(QRNA). Este novo sistema de endonuclease guiada por RNA CRISPR / Casl2a pode
fornecer uma ferramenta mais promissora para a engenharia do genoma com atividade e
especificidade aumentadas. Eles compararam a Cas12a com o sistema Cas9 original para

inativacdo do genoma de DNA de HIV integrado. A atividade antiviral superior é relatada
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para Casl2a, que pode atingir a inativacao total do HIVV com apenas um unico gRNA
(chamado crRNA).

Chung e colaboradores (2020) demonstraram a eficiéncia do sistema CRISPR no
HIV-1, a qual foi examinada em células mononucleares de sangue periférico derivadas
de pacientes (PBMCs) ex vivo e em camundongos humanizados in vivo usando gRNAs
direcionados tanto ao LTR quanto a proteina estrutural principal gag. Contudo, um dos
maiores obstaculos para o desenvolvimento da terapia anti-HIV-1 usando o sistema
CRISPR guiado por RNA foi a variabilidade da sequéncia nos locais-alvo designados
dentro do reservatorio do HIV. Para estimar a variabilidade da sequéncia em uma
populacéo de variantes de sequéncia, eles utilizaram as sequéncias LTR do subtipo B do
HIV-1 depositadas no Laboratério Nacional de Los Alamos (LANL) como uma
representacdo do reservatério do HIV-1 intra e interpaciente. A regido com a menor
diversidade ocorreu no elemento TAR do LTR, com isso os gRNAs com melhor
classificacdo nesta regido mostraram ser muito eficazes na reducdo da transcricdo do
HIV-1.

Perdigéo e colaboradores (2020) apresentaram uma abordagem alternativa para
estimular a expressdo latente do HIV-1 por meio da entrega direta de proteinas de
ativadores de dedo de zinco (ZFAs) que penetram nas células. As Cys 2 -His 2dedos de
zinco, fundidos a um dominio de ativacdo da transcricdo, foram projetados para
reconhecer o promotor do HIV-1 e induzir a transcricdo viral direcionada. Apds a
conjugacdo com varias repeticdes de sinal de localizacdo nuclear carregada positivamente
(NLS), a entrega de proteina de um unico ZFA internalizou eficazmente os linfocitos T
infectados de forma latente com HIV-1 e estimulou especificamente a expresséo viral.
Indicando que o tratamento de curto prazo com esta proteina ZFA induz niveis mais
elevados de reativacdo viral em modelos de linha celular de laténcia de HIV-1 do que
aqueles observados com a entrega do gene.

Ophinni e colaboradores (2020) propuseram multiplos ataques concentrados de
gRNA contra genes reguladores do HIV-1 para bloquear o escape viral. As linhas de
células T foram transduzidas com gRNAS Unicos e multiplos direcionados a Tat de HIV-
1 e Rev usando CRISPR/Cas9 a base de lentivirus, seguido por desafio replicativo de
HIV-1 in vitro. O rebote de p24 viral foi observado para quase todos 0s gRNAs, mas a
multiplexacdo de trés gRNAs direcionados a Tat manteve a supressdao de p24 e a
viabilidade celular, indicando a inibi¢&o do escape viral. Os Tat multiplexados de gRNAs

inibiram a replicagéo viral aguda na 22 rodada de infeccdo, e aboliram a transmissao
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associada para células T desprotegidas e mantiveram a protecdo por 45 dias, pos-infecgédo
apo6s uma dose mais alta de infeccdo por HIV-1. Os autores descreveram pela primeira
vez a montagem de vetores lentivirais completos contendo trés e seis gRNAs visando Tat
e Rev . Através da pesquisa mostrou que construto de direcionamento de Tat de vetor
unico mostrou ndo inferioridade em relacdo ao multivetor de direcionamento de Tat na

infeccdo por HIV-1 de baixa dose.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Em 1996 foi descoberta uma mutacao genética onde resulta a protecao das células
contra o0 HIV, chamada de CCR5 delta 32, que consiste na delecdo de 32 pares de bases
nitrogenadas. Como o CCR5 é uma proteina de sitio primério de ligacdo do virus HIV
com as células T, sem o receptor exposto na membrana o virus ndo consegue infectar as
células, tornando a pessoa com esse alelo em homozigose imune ao HIV. Através deste
conhecimento muitos cientistas tentam a partir da terapia génica alterar o DNA, tentando
obter sucesso deletando os 32 pares de base para obter a ,mutacdo no CCRS5, e conseguir
tornar as células de hospedeiros de HIV imunes, e que as células sejam capazes de
combater o virus HIV.

Embora os estudos obtiveram sucesso apenas em culturas de células e
camundongos, a terapia génica mostra-se promissor para conseguir deletar os 32 pares de
bases. A partir desta revisdo bibliografica foi possivel observar que estudos a respeito
deste tema mostra que 0s cientistas estdo cada vez mais préximos da cura do HIV do que

imaginamos.
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