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Resumo:

O DNA do inglés (Deoxyribonucleic acid), € passivel de codificacdo surpreendente,
estruturado por meio de processos de transcricdo, sendo definido como o ponto de
partida para o desenvolvimento morfolégico e manutencao fisiolégica do organismo.
No entanto, possiveis mutacdes génicas nas fitas do DNA podem ocorrer durante seu
ciclo de sintese, ocasionando disfuncbes que podem comprometer o bom
funcionamento do organismo. Em meados da década de 80 nos Estados Unidos da
América (EUA) o virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) se tornou conhecido como
uma nova condicdo de saude e apesar do tratamento continuo empregado para
sobrevida dos infectados, o qual pode desencadear sintomatologias néo é efetivo na
cura. Sendo assim, avancos biotecnolégicos tém sido aprimorados, em especial a
terapia génica, que consiste na insercdo de material genético em células afetadas a
fim de propiciar beneficio terapéutico. O estudo em questdo teve como objetivo
realizar uma revisao da literatura acerca do tema, com foco na aplicacdo da CRISPR-
Cas9 na evolugédo terapéutica da Imunodeficiéncia Humana (HIV). As pesquisas
demonstram resultados promissores com a aplicacdo da técnica, entretanto até o
momento é empregada apenas in vitro e in vivo (camundongos), enquanto os testes
em humanos seguem em desenvolvimento e com expectativa para inicio.
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Abstract:

The English DNA (Deoxyribonucleic acid), is capable of surprising codification,
structured through transcription processes, being defined as the starting point for the
morphological development and physiological maintenance of the organism. However,
possible gene mutations in the DNA strands can occur during its synthesis cycle,
causing dysfunctions that can compromise the proper functioning of the organism. In
the mid 80's in the United States of America (USA) the Human Immunodeficiency Virus
(HIV) became known as a new health condition and despite the continuous treatment
used for the survival of the infected, which can trigger symptoms, it is not effective in
healing. Thus, biotechnological advances have been improved, especially gene
therapy, which consists of inserting genetic material into affected cells in order to
provide therapeutic benefit. The study in question aimed to conduct a literature review
on the subject, focusing on the application of CRISPR-Cas9 in the therapeutic
evolution of Human Immunodeficiency (HIV). Research shows promising results with
the application of the technique, however so far it has only been used in vitro and in
vivo (mice), while tests on humans are still under development and are expected to
start.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento da terapia genética e o grande avanco nos estudos da ciéncia com
abrangéncia da biologia molecular na edicdo genética, trouxeram uma novidade na
segunda década do século XXI, que possibilitaram a aplicabilidade em larga escala
dentro da genética. Trata-se da técnica CRISPR-Cas9, descrita como repeticdes
palindrémicas curtas agrupadas e regularmente interespacadas, (do inglés, Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR), e sua proteina
associada-9 (do inglés, CRISPR associated protein-9, Cas9), proveniente do
mecanismo molecular das bactérias, e com grande aceitagéo, devido a facil utilizacéo,
especificidade e manipulacao in vitro e in vivo (SGANZERLA; PESSINI, 2020)

Segundo Sganzerla; Pessini (2020), a técnica € descrita como tesoura molecular, por
possuir a capacidade de seccionar as duas fitas da dupla hélice do DNA através da
enzima Cas-9, abrindo espaco para insercdo de um novo trecho. Sendo sugerido para
delecédo, introdugcdo, ou alteracdes de genes defeituosos (AREND; PEREIRA;
MARKOSKI, 2017).

Desse modo a técnica € utilizada para caracterizagdo fenotipica de uma doenca,
assim como em correcdes de genes que sofreram mutagdes e ocasionaram algum
dano ao organismo (ROSA; ROVERSI; FEITOSA, 2019).
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Os genes e suas expressoes, de forma direta ou indiretamente sdo capazes de auxiliar
na prevencao e no tratamento de algumas patogenias, mediante utilizacdo da técnica
de CRISPR-Cas9, que pode interromper o processo de replicagcao viral e assim
impedir os prejuizos acarretados a saude (ROSA; ROVERSI; FEITOSA, 2019).

A infeccao pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana, também conhecido como HIV (do
inglés, Human immunodeficiency virus) possui patogenicidade em que a técnica
enfatizada pode ser destinada, vale ressaltar que o virus pode ser transmitido de
varias maneiras, como em relacdes sexuais sem 0 uso de preservativos; transmissao
vertical que se da através da méae soropositivo para o filho durante o parto ou
aleitamento e transmissao horizontal que pode ocorrer em um transplante de 6rgéaos,
transfusdo sanguinea ou por materiais perfurocortantes infectados (MOURA et al.,
2020).

Atécnica CRISPR-Cas9 pode ser aplicada diretamente a base molecular do virus HIV,
devido a sua alta especificidade e particularidade. Passou a ser aplicada em testes
para terapia génica do HIV pelo fato dos demais tratamentos existentes nao

promoverem a cura (MOURA et al., 2020).

A terapéutica de diversas doencas ligadas ao sistema imunoldgico, podem ser
beneficiadas pela CRISPR-Cas9, uma vez que, através do avan¢o de pesquisas e
estudos a técnica apresenta uma evolucdo cientifica constante (SGANZERLA,;
PESSINI, 2020).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi realizar uma revisao da literatura acerca
do tema, com foco na aplicacdo da CRISPR-Cas9 na evolugdo terapéutica da
Imunodeficiéncia Humana (HIV). A pesquisa se justifica uma vez que, a técnica de
CRISPR-Cas9 pode ser considerada como um novo cédigo em processo de
desenvolvimento na ciéncia, tem como caracteristica predominante sua singularidade,
que pode proporcionar uma evolucao em quadros de mutacdes génicas, através de
edicoes aplicadas diretamente a fita do DNA.

Sendo assim, por ser um método inovador faz-se necessario estudos com compilado
de dados que compreenda suas vantagens e desvantagens, propiciando para o meio
académico sua melhor aplicabilidade no genoma humano. Tendo em vista a

vulnerabilidade acerca da Imunodeficiéncia Humana (HIV) que promove complicacdes



a saude do portador e acomete sua qualidade de vida sendo capaz de levar a Obito
em determinados casos, a técnica de CRISPR-Cas9 pode ser usada como uma

ferramenta terapéutica.

2 METODOLOGIA

Nesta revisdo bibliografica de literatura caracterizada por uma pesquisa qualitativa e
descritiva, foram selecionados estudos das bases de dados Scientific Electronic
Library Online (SciELO), Google Académico e Pubmed usando os seguintes
Descritores em Ciéncia da Saude (DeCS): CRISPR-Cas9; HIV e terapia génica. Os
critérios de inclusdo foram: publicac6es no periodo de maio 2007 a setembro 2021,
de livre acesso e os critérios de exclusdo: editoriais, revistas e artigos que néo
permitem acesso e/ou fora do contexto. Os resultados foram apresentados de forma
descritiva, divididos em categorias tematicas abordando: Defini¢éo, histérico, método,
aplicabilidade, beneficios, prejuizos e relevancia terapéutica em relagéo a técnica de
CRISPR-Cas9 e Definicao e fisiopatologia do HIV.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados 27 artigos que contemplaram o objetivo da pesquisa. No quadro

abaixo se encontram os artigos e sua breve descricao.



Quadro 1:

Descricao dos artigos selecionados para a pesquisa.

Delineamento o

Autores (Sobrenome, ano) Titulo estudo (Tipo de Objetivos Resultados (Breve descricéo) Concluséo
estudo)
MARCELA CORSO AREND, JESSICA | O Sistema CRISPR/Cas9 e | Descritivo. Desvendar o sistema de | Embora o contexto cardiovascular | Na maioria dos casos, fatores genéticos,
OLIVAES PEREIRA, MELISSA | a Possibilidade de Edi¢édo CRISPR CAS9 e descrever | seja complexo, algumas patologias | ambientais e comportamentais atuam em
MEDEIROS MARKOSKI, 2017. Genbmica para a como utilizar a técnica na | estdo mais ou menos relacionadas a | conjunto para o estabelecimento de DCV.
Cardiologia. Cardiologia. determinados produtos génicos, | Embora, em alguns casos, sejam
cuja interagdo com outras moléculas | observados provaveis fatores preditores
ja é conhecida, conforme descrito a | dos desfechos, ainda ndo é possivel
seguir, facilitando a viabilidade de | prever com exatiddo a influéncia da
utilizagdo do sistema CRISPR/Cas9. | ativacdo/inativacdo de genes em relacédo
aos quadros clinicos. Finalmente, como
para qualgquer nova tecnologia, 0s riscos,
as adaptacgbes fisiolégicas, as
implicacdes com a resposta imune, a
manutencdo da homeostasia, que
venham a ser modulados pelo sistema
CRISPR/Cas9, precisam ser muito bem
avaliados. Mas a possibilidade de uso da
nova ferramenta molecular na Cardiologia
pode ser vislumbrada e talvez, em um
futuro préximo, vir a beneficiar a satde da
populacéo.
BEATRICE ARIALBA ROLIM DE | Terapia génica: | Descritivo. O objetivo do presente | Destes achados, apds leituras | A infeccdo pelo HIV, vem persistindo
MOURA; CAMILA PORTO RIBEIRO; | perspectivas no tratamento trabalho € descrever os | prévias do resumo, foram | como um grande problema mundial.

GIULIA CASTANEDA PEREIRA;
MIKAELLY DA SILVA CARNEIRO;
CRISTINA APARECIDA DE JESUS
SOUZA, 2020.

da infeccdo por HIV.

avangos da terapia
genética como uma
possivel cura da infeccao
por HIV.

selecionados o total de 46 artigos
gue preenchiam completamente os
requisitos de incluséo.

Estimativas feitas em 2019 mostram que
havia 38 milhdes de infectados, até esse
mesmo ano, e apesar de grandes
avancos medicinais ainda n&o possui
cura, somente tratamento, que apesar de
diminuir drasticamente o nudmero de
células infectadas, ndo é capaz de
suprimir o virus a ponto de ele ser
erradicado do organismo. A terapia
Génica, que tem o intuito de tratar as
doencas hereditarias e adquiridas como
no caso de cancer ou doengas
infecciosas, possibilitaria através de




ferramentas biotecnolégicas de edigéo
genética uma possivel cura definitiva do
HIV. Seu avango apesar de ser possivel,
ainda enfrenta muitos desafios, o que
torna a Terapia Génica uma possivel
ferramenta na cura do HIV, porém com
muitas barreiras para ultrapassar. Os
estudos que sdo feitos, visam a
comprovagéo da eficiéncia dessa terapia.
Ha diversos tipos de metodologias para
serem usadas a favor da salde e todos
eles precisam de cada vez mais estudos
com o avango dessas biotecnologias,
tornando cada vez mais préximo seu uso
eficaz.

JONAS RIBEIRO DA ROSA,;
FERNANDA MARCONI ROVERSI;
LUCAS DE SOUSA RAMALHAES
FEITOSA, 2019.

Edicdo genética através do
CRISPR para tratamento
de doengas.

Descritivo.

Tratar sobre edicao
genética para o tratamento
de doengas.

A tecnologia CRISPR-Cas9 vem
sendo amplamente estudada e
utilizada em terapias génicas e
consiste na introducéo delecdo ou
modificacdo de genes prejudiciais,
tendo, em testes em modelo animal
e em cultura de células, mostrado
resultados bastante positivos no
tratamento e cura de varias doencgas
relacionadas com alteracbes
génicas.

O desenvolvimento de novas tecnologias
e metodologias, principalmente na area
da medicina, biotecnologia e informética,
tem possibilitado grandes avangos no
entendimento de certas condicdes e tem
trazido muitos beneficios relacionados a
vida. Uma tecnologia inovadora e
promissora que tem sido destaque € a
CRISPR- Ciéncias Bioldgicas: Campo
Promissor em Pesquisa Capitulo 11 113
Cas9, naturalmente encontradas no
sistema de defesa imunologica em
bactérias. O CRISPR-Cas9 tem como
principio a edicéo génica e
consequentemente, modificagdo proteica,
metabdlica e de algumas caracteristicas
do organismo de forma rapida, econémica
e eficiente (poucos efeitos off-target),
portanto, considerada precisa e pontual.

ANOR SGANZERLA, LEO PESSINI,
2020.

Edicdo de humanos por

meio da técnica do
CRISPR-Cas9: entusiasmo
cientifico e inquietacdes
éticas.

Descritivo.

Analisar a ética cientifica
em torno da técnica do
CRISPR-Cas9 e a
necessidade de fazer
ciéncia com consciéncia,
prudéncia e

A imediata aplicacdo clinica de
edicdo do genoma sera em células
sométicas humanas para o0
tratamento ou prevengdo de
doencas e deficiéncias. De fato, tal
pesquisa ja estd em testes clinicos
nos EUA. Quanto a edicdo de

N&o é a toa que mesmo os cientistas mais
entusiasmados envolvidos nessas
pesquisas, ao se darem conta de tamanho
perigo, com essa alta possibilidade de
riscos e danos potenciais serem
multiplicados hereditariamente, tornaram-
se 0s primeiros a levantar a bandeira de




responsabilidade é o
objetivo desta reflexao.

células germinativas (6vulos e
espermatozoides), ndo é o que se
prevé neste momento.

que precisamos de mais prudéncia,
precaucdo e de um consenso de uma
moratoria internacional. Nesse sentido, a
edicdo genética torna-se também uma
guestdo de saude e de politica publica.

STEVEN G. DEEKS,; JULIE
OVERBAUGH; ANDREW PHILLIPS;
SUSAN BUCHBINDER, 2015.

Infec¢é@o por HIV.

Descritivo.

Aplicar o aprendizado com
a pesquisa do HIV e lutar
por desenvolvimento de
uma vacina no ambito de
protecdo e cura par ao HIV.

Os avancos notaveis reverteram a
tendéncia de reducgédo da expectativa
de vida em toda a Africa na década
de 1990; de fato, houve um aumento
geral de 8% na expectativa de vida
na Africa entre 2000 e 2012.

Os avancos na prevencdo do HIV,
tratamento e acesso aos Servigos
reduziram drasticamente o impacto do
HIV e da AIDS em todo o mundo. Aplicar
as licdes aprendidas com a pesquisa do
HIV nas dltimas trés décadas e lutar pelo
desenvolvimento de uma  vacina
preventiva e cura para o HIV pode levar a
uma geracéo livre do HIV.

ERIC J. ARTS; DARIA J. HAZUDA,
2012.

Terapia  medicamentosa
anti-retroviral para HIV-1.

Descritivo.

Revisar os  principios
basicos da terapia com
medicamentos

antirretrovirais, 0 modo de
acdo dos medicamentos e
os fatores que levam ao
fracasso do tratamento (ou
seja, resisténcia aos
medicamentos).

Ao revisar a  historia de
desenvolvimento de drogas ARV, no
entanto, existem algumas licBes
importantes e paralelos que
precisam ser mantidos em mente ao
considerarmos o desenvolvimento
de estratégias de prevencdo de
pequenas moléculas para HIV-1.

A amplitude e profundidade da terapia do
HIV-1 pipeline pode estar entre os mais
bem sucedidos para o tratamento de
qualquer doenga humana, infeccdo ou
disturbio conforme ilustrado pelo numero
de agentes antirretrovirais e Unicas classe
de drogas disponiveis. O caminho para o
sucesso do tratamento do HIV-1 era dificil,
e nos primeiros dias muitos pacientes
foram tratados inadequadamente com
regimes subdtimos que rapidamente
levaram ao fracasso e resisténcia aos
medicamentos. Embora seja
desconhecido se a prevengdo da
transmissdo do HIV-1 exigira 0 mesmo
namero de agentes, o a plasticidade
inerente do HIV-1 sugere erro do lado da
cautela e foco no inicio em produtos
combinados que mitigariam este risco.

NUNO R. FARIA; ANDREW RAMBAUT,;
MARC A. SUCHARD; GUY BAELE;
TREVOR BEDFORD; MELISSA J.
WARD; ANDREW J. TATEM; JOAO D.
SOUSA; NIMALAN ARINAMINPATHY;
JACQUES PEPIN; DAVID POSADA;

Epidemiologia do HIV. A
propagacdo precoce e a
ignicao epidémica do HIV-1
em popula¢gBes humanas.

Descritivo.

Desvendar as
circunstancias que cercam
a ascensdo do HIV desde
suas origens antes de 1920
em cacgadores de
chimpanzés nos Camarfes

Nossos resultados sdo consistentes
com hipoteses de que intervengdes
iatrogénicas em Kinshasa e seus
arredores e / ou pds-independéncia
mudangas no  comportamento
sexual foram criticas para o
surgimento do grupo M. Nos

Nés mostramos que a pandemia de HIV-
1 grupo M iniciou em Kinshasa por volta
do inicio dos anos 1920 e que sua
expansdo espacial na Africa central foi
dependente de uma rede de transporte
ativa que conectou a principal popula¢do
do pais centros para outras regifes da




MARTINE PEETERS; OLIVER G.
PYBUS; PHILIPPE LEMEY, 2014.

até a amplificagcdo em
Kinshasa.

sugerimos que uma combinacao
distinta de circunstancias durante
um determinado espago e sdécio-
histérico janela permitiu o]
estabelecimento, disseminacéo
espacial e crescimento epidémico de
0 grupo HIV-1 M pandémico.
Argumentos semelhantes pode
estar na base do surgimento de
outras doengas transmitidas pelo
sangue patégenos, particularmente
o do HCV.

regidio subsaariana Africa. Além disso, o
aumento do exponencial taxa de
crescimento do grupo M por volta de 1960
estd em contraste com o confinado
espacialmente, ndo pandémico grupo O.

PRAJIT LIMSIRICHAI; THOMAS GAJ;
DAVID V. SCHAFFE, 2016.

Ativagdo da expressao
latente de HIV-1 mediada
por CRISPR.

Analitico
Experimental.

Demonstrar que 0s
ativadores de transcricdo
baseados em CRISPR
podem ser configurados
para induzir a expressdo
latente de HIV-1 e que a
combinacao dessas
ferramentas CRISPR com
compostos de reversdo de
laténcia podem levar a uma
ativacédo robusta da
expressao do gene viral em
modelos baseados em
células de laténcia de HIV-
1.

Os ativadores transcricionais
CRISPR induzem a expressao
génica do LTR do HIV-1.

Os sistemas de ativacdo da
transcricdo baseados em CRISPR /
Cas9 entregues via lentivirus podem
estimular a expressdo latente do
gene do HIV, mas que as diferencas
na acessibilidade da cromatina no
LTR do HIV-1 podem interferir na
capacidade da Cas9 para estimular
a transcrigéo.

As descobertas indicam
coletivamente que dCas9-p300
oferece  forte  potencial para
estimular a transcricdo do LTR do
HIV-1.

Ocorreu reativagdo da expressao
latente de HIV-1 usando
acetiltransferases baseadas em
CRISPR.

O uso de um coquetel baseado em
CRISPR consistindo em multiplos sgRNA
desde o inicio do tratamento também
pode ser usado para ajudar a bloquear a
fuga do HIV-1. Foi apresentado que os
sistemas de ativacdo CRISPR tém o
potencial de induzir a expresséo do HIV-1
em modelos de laténcia baseados em
células. Os sistemas CRISPR, em
combinagdo com o cART, podem levar a
novos tratamentos para a infeccao pelo
HIV-1.

FERREIRA, ORLANDO; FRANCHINI,
MIRIAM; BAZZO, MARIA LUIZA;
MOTTA, LEONARDO; VERAS, NAZLE;

Manual Técnico para o
Diagnéstico da Infeccéo
pelo HIV.

Descritivo.

Apresentar novas politicas
que tém sido adotadas com
0 objetivo de ampliar o

Esperamos que os profissionais e
servicos fagam conforme escolhidos
a sua realidade local, de modo a

Com o intuito de ampliar as possibilidades
de diagnéstico, além de orientar e
subsidiar, especialmente 0s (as)

WERSOM, ELAINE, 2014. diagnostico, introduzir | viabilizar o acesso de todos os | profissionais de saude na realizacdo do
novas metodologias e | obrigados ao diagnéstico da | diagndstico da infeccao pelo HIV, foi
fluxos que seguem o | infeccdo pelo HIV. Ao construir | elaborado este Manual Técnico.
diagndstico precoce da | essas propostas, consideramos
infeccéo pelo HIV, | também uma agilidade da resposta




impactando na transmissao
do virus e no surgimento de
novos casos.

aos requisitos, seu encaminhamento
para assisténcia médica e a relagao
custo-efetividade da testagem.

MINISTERIO DA SAUDE, 2021.

Protocolo clinico e
diretrizes terapéuticas para
atengdo integral as
pessoas com infeccdes
sexualmente
transmissiveis (IST).

Descritivo.

Atualizar o protocolo clinico
e diretrizes terapéuticas
para atengdo integral as
pessoas com infeccdes
sexualmente
transmissiveis

(IST).

O presente protocolo clinico e
diretrizes terapéuticas para atencdo
integral as pessoas com infecgdes
sexualmente transmissiveis (IST)
contém um capitulo sobre saude
sexual, que contempla a abordagem
centrada na pessoa com vida sexual
ativa.

O texto tem por objetivo facilitar a conduta
dos profissionais de saude, de forma
alinhada com as mais recentes
ferramentas para orientagbes de
prevencéo.

ALEXANDER, THOMAS, S. 2016

Teste de diagndéstico do
virus da imunodeficiéncia
humana: 30 anos de
evolucéao.

Descritivo.

Avancemos para 2016 e,
embora ainda n&do
tenhamos um teste
especifico de AIDS, o teste
de diagnéstico de infecgédo
por HIV evoluiu durante os
ultimos 30 anos. A infeccao
pelo HIV agora pode ser
facilmente detectada por
testes laboratoriais, mas a
AIDS é o estagio final da
infeccdo pelo HIV e requer
parametros  clinicos e
laboratoriais para o]
diagnostico. Neste artigo,
forneco um pano de fundo
historico do teste de HIV,
concluindo  com uma
descri¢do da geracdo atual
de testes de diagnostico de
HIV e o algoritmo de teste
atual.

As principais deficiéncias dos
primeiros testes de HIV foram
amplamente superadas com o0
advento dos testes de quarta e
quinta geragdo. A janela de teste
negativo da infeccdo a deteccéo foi
reduzida, os valores preditivos
positivos melhoraram e os testes
estdo disponiveis em uma variedade
de formatos.

O teste de HIV evoluiu de ser usado como
um método para salvaguardar o
suprimento de sangue para ser oferecido
como um teste diagndéstico de rotina. A
evolucao possibilita detectada
aproximadamente 2 semanas apds a
exposicdo, com um numero reduzido de
resultados falso-positivos em comparacao
com aqueles observados com o0s
primeiros testes de HIV.

SALVADOR DARIO BERGEL, 2017.

O impacto ético das novas
tecnologias de edicédo
genética.

Descritivo.

Apresentar 0s
questionamentos e
temores apos a publicagéo
dos trabalhos da Doudna e
Charpentier a respeito da
técnica CRISPR-Cas9.

O descobrimento da técnica
CRISPR/CAS 9 de edi¢édo genética
abre importantes horizontes para a
pesquisa cientifica. Os problemas
éticos, juridicos e sociais que podem
surgir com a aplicagdo em humanos
sdo enormes, 0 que justifica um

Nesse sentido concordamos em que a
educacdo publica e o compromisso sao
cruciais no processo de avaliagdo e
aplicacdo de valores sociais aos riscos e
beneficios das tecnologias de edicdo do
genoma e as dimensdes éticas que
abarca. Para a edicdo do genoma




debate social amplo. O trabalho
indaga sobre os temas mais
significativos que poderiam ser
incluidos em tal debate.

somatico, o Comité conclui que os
debates sobre regulagées transparentes e
inclusivas deveriam preceder qualquer
consideracdo sobre a autorizagdo de

provas clinicas para doenga ou
inabilidade.

RAFAEL NOGUEIRA FURTADO, 2019. | Edicdo genética: riscos e | Descritivo. (0] artigo analisa | O artigo analisa discussdes sobre | Este trabalho buscou explicitar e refletir
beneficios da modificagcao criticamente discursos | edicédo genética humana | sobre controvérsias relacionadas a edi¢éo
do DNA humano. cientificos sobre o tema, | encontradas em artigos cientificos, | genética humana. Constataram-se

buscando evidenciar as | declaracdes institucionais e | reagles distintas, referentes a
estratégias argumentativas | proferidas no International Summit | compreensdo, ao manejo e a
presentes nos debates. on Gene Editing realizado em 2015. | comunicag¢do de riscos e beneficios da

Objetiva-se explicitar e refletir sobre | modificacdo do DNA.

argumentos favoraveis e contrarios

a modificacdo do DNA.

MARIA RITA DE CASSIA BARRETO | A trajetdria silenciosa de | Descritivo. Apreender os motivos que | O surgimento da AIDS como | Os motivos que interferem na procura aos

DE ALMEIDA; LILIANA MARIA | pessoas portadoras do HIV dificultam a procura da | fendmeno social e histérico carregou | servicos de saude referidos pelos

LABRONICI, 2007. contada pela histéria oral. pessoa que € portadora do | consigo os espectros construidos no | colaboradores parecem ter sua génese e

virus HIV aos servigos do | imaginario social, recrudescendo o | explicagdo no modo como se deu o
SuUS para 0 | conceito de peste, mobilizando | processo de simbolizagdo da AIDS a fim
acompanhamento de sua | sentimentos e preconceitos, | de decifrd-la e como foi significada,
salde. tornando-se ela mesma um grande | quando lhe deram um  sentido
estigma. Fatores que afetam de | profundamente depreciativo, ancorando-a
maneira fundamental o bem-estar de | no imaginario do mal, das pestes, do sexo
pessoas vivendo com o HIV. e da morte. Este sentido é o nlcleo do
estigma do qual as marcas fisicas e o
diagndstico  positivo  constituem  as
manifestacdes perceptiveis do sinal que
desencadeia as condutas

estigmatizantes.

KEZIA PARKINS, 2021. FDA  aprova  primeiro | Descritivo. Divulgar as novas | Um novo paradigma para o | O HIV agora pode ser bem controlado
ensaio investigando a perspectivas da técnica de | tratamento do HIV esta no horizonte | com medicamentos anti-retrovirais, mas
edicdo do gene CRISPR CRISPR-Cas9 na | enquanto a FDA d& sinal para o | estes sdo um compromisso para toda a
como cura para o HIV. aplicacdo de testes em | inicio dos testes de terapia genética | vida e causam efeitos colaterais. Nas

humanos. baseada em CRISPR. Ultimas décadas, uma evasiva vacina

contra o HIV foi considerada 'o santo
graal' para impedir a disseminagcdo da
doenca altamente estigmatizada, mas a
edicdo genética baseada em CRISPR
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representaria uma abordagem terapéutica
totalmente nova.

DARSHANA GUPTA, OINDRILA | Sistema CRISPR-Cas9: um | Descritivo. discutir a  histéria do | A execucdo do sistema CRISPR- | Mesmo que muitas questdes
BHATTACHARJEE , DRISHTI novo amanhecer na edi¢ao CRISPR-Cas9, seu | Cas9 ampliou o numero de | mecanicistas sejam deixadas para tras e
MANDAL , MADHAB KUMAR | de genes. mecanismo de edicdo de | substitutos cientificos acessiveis | o sistema ainda néo seja a prova de erros,
SEN, DHRITIMAN DEY, ADHIRAJ genoma e sua aplicagdo | para estudar a funcdo do gene, | ou seja, uma série de desafios ainda
DASGUPTA, TAWSIF AHMED em parasitas animais, | permitindo a geracdo de modelos de | precisam ser resolvidos, 0 emprego de
KAZI, RAHUL GUPTA, SENJUTI vegetais e protozoarios. | doengas baseados em CRISPR. tecnologias de engenharia de genoma
SINHAROY , KRISHNENDU Além disso, os prés e baseadas em CRISPR-Cas9 aumentara
ACHARYA , DHRUBAJYOTI contras do CRISPR-Cas9 e nossa compreensdo dos processos de
CHATTOPADHYAY, V seu potencial na aplicagdo doencas e seu tratamento no futuro
RAVICHANDIRAN, SYAMAL terapéutica. proximo.
ROY, DIPANJAN GHOSH, 2019.
ANTARA BARMAN , BORNALI | Um olhar sobre a edi¢cdo do | Descritivo. Revisar que a organizac¢do | Fornecer informacdes sobre | As medidas de seguranca sao
DEB, SUPRIYO CHAKRABORTY, | genoma com a tecnologia CRISPR-Cas ¢é restrita a | ferramentas CRISPR usadas para | implementadas nesta tecnologia para
2020. CRISPR-Cas9. duas classes e possui | edicdo de genoma, bancos de dados | evitar uso indevido ou questdes éticas. Os

diferentes  efetores de | que sdo necessarios para | aspectos futuros e as aplicacbes

proteina. Também | armazenar dados em  loci, | potenciais da tecnologia CRISPR-Cas9

revisamos a arquitetura dos | estratégias para entrega de | necessaria  principalmente para o

loci CRISPR, mecanismo | CRISPR-Cas9 para células em | tratamento de doengas terriveis,

envolvido na edicdo do | estudo e aplicacdes de CRISPR- | melhoramento de culturas, bem como

genoma pela tecnologia | Cas9 para varios campos. melhoramento genético em humanos.

CRISPR-Cas9 e vias de

reparo de quebras de fita

dupla (DSBs) geradas

durante o processo de

edicdo do genoma. Esta

revisdo também apresenta

as estratégias para

aumentar a especificidade

do Cas9 e reduzir a

atividade fora do alvo para

obter a edicdo precisa do

genoma.
AV BANNIKOV, AV LAVROV, 2017. CRISPR / CAS9, o Rei das | Descritivo. Descrever o0s principios | A disponibilidade do CRISPR /Cas9 | Os principais aspectos que devem ser

Ferramentas de Edi¢do do
Genoma.

gerais da organizacdo e
funcdo das nucleases Cas
e uma série de questbes

€ inegavel, mas a eficiéncia e a
confiabilidade ainda estdo em
estudo, a fim de descrever os

levados em consideracdo ao planejar o
trabalho usando CRISPR / Cas9 também
sdo considerados - métodos para avaliar

importantes a  serem | principios de funcionamento das | a eficiéncia e especificidade de Cas9,
consideradas durante o | nucleases do sistema Cas. abordagens para a selecdo de sgRNA,
planejamento de variantes Cas9 geneticamente
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experimentos de edicdo de
genoma com CRISPR /
Cas9.

modificadas, o uso de recombinacao
homéloga e fim ndo homdlogo -unido ao
editar DNA.

VICENTE DE PAULO BARRETTO, | O marco inicial da vida | Descritivo. refletir, com base na ideia | Antes mesmo de a sociedade tomar | A dignidade humana pode ser indicada
ELIS CRISTINA UHRY LAUXEN, 2017. | humana: perspectivas de dignidade humana, | conhecimento, ponderar e adotar | como  um importante  referencial
ético-juridicas no contexto sobre aspectos éticos e | providéncias com relagdo as | hermenéutico nas respectivas reflexdes e
dos avangos juridicos de  questdes | possibilidades existentes, | dialogos, bem como nos processos de
biotecnoldgicos. relacionadas ao marco | crescentes avancgos da | construcdo de pardmetros éticos e
inicial da vida humana no | biotecnologia desencadeiam | juridicos para nortear 0s respectivos
contexto da sociedade | situagbes novas e sem precedentes, | avancos biotecnolégicos.
tecnocientifica carecedoras de parametros para
contemporénea. nortear sua utilizacéo.
CHANG LIU, LI ZHANG, HAO LIU, KU Estratégias de entrega do | Descritivo. Apresentar o mecanismo | O maior desafio é a entrega segura | Apesar da grande promessa da
N CHENG, 2017. sistema de edicédo de genes molecular e diferentes | e eficiente do sistema de edi¢do de | tecnologia CRISPR-Cas9, varios desafios
CRISPR-Cas9 para estratégias para editar | genoma CRISPR-Cas9 para | ainda precisam ser enfrentados antes de
aplicacdes terapéuticas. genes usando o sistema | células-alvo no corpo humano. suas aplicacbes bem-sucedidas para
CRISPR-Cas9. pacientes humanos.
GANG WANG, NA ZHAO, BEN | Estratégias antivirais | Descritivo. Revisar como a ferramenta | O tratamento com Cas9/gRNA duplo | A aplicacdo bem-sucedida da tecnologia
BERKHOUT, ATZE T. D.A.S, 2017. baseadas em CRISPR-Cas CRISPR-Cas foi utilizada | pode resultar na esterilizagdo | CRISPR na terapia anti-HIV exigira a
contra o HIV-1. em novas abordagens | completa do HIV infeccioso ao longo | entrega eficiente dos reagentes CRISPR
terapéuticas contra o virus | do tempo por meio do sistema de | a, de preferéncia, todas as células
da imunodeficiéncia | replicacéo in vitro. A esterilizagdo da | infectadas com HIV, em particular as
humana tipo 1 (HIV-1), com | cultura infectada ocorreu dentro de | células que constituem o reservatdrio
foco em abordagens que | um més para a melhor combinacdo | latente durante a TARV, ou todas as
visam inativar | de gRNA direcionada a Gag e | células suscetiveis ao HIV. Como para
permanentemente todos os | sequéncias Tat / Rev sobrepostas, | outras abordagens de terapia génica,
genomas do virus ou | enquanto a inativacdo completa do | vérios vetores virais, incluindo vetores
prevenir a persisténcia viral | virus levou 3 meses para a segunda | lentivirais (LV) e virus adeno-associados
em reservatoérios latentes. melhor combinacéo direcionada aos | (AAV), podem ser usados para a entrega
genes Gag e Env. sustentada dos transgenes Cas9 e gRNA,
resultando na atividade de longo prazo
dos antivirais.
QIAOQIAO XIAO, DEYIN GUO E | Aplicacao da edicdo de | Descritivo. Atualizar o agil progresso | Foi descoberto que Cas9/gRNA | A tecnologia CRISPR / Cas9 é uma

SHULIANG CHEN, 2019.

genes baseada em
CRISPR / Cas9 na terapia
de HIV-1/AIDS.

nos Udltimos anos da
pesquisa de terapia HIV-1
baseada em CRISPR/Cas9
e debater as limitacBes e
perspectivas futuras de sua
aplicacao.

poderia inibir a replicacdo do HIV-1,
mas logo o virus escapou dessa
inibicdo devido ao reparo de NHEJ,
gue induziu mutagBes em torno dos
locais de clivagem (Wang et al.,
2016b). Outras pesquisas também
demonstraram que CRISPR/Cas9

ferramenta poderosa de edi¢do de genes
e tem sido amplamente aplicada em
pesquisas experimentais de terapia
genética de HIV-1. Além disso, também
tem grande potencial para ser aplicado
em varias areas, como triagem genética
médica e analise de ontologia genética
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poderia gerar virus mutantes
capazes de resistir a Cas9/sgRNA
causando reparo de DNA em células
hospedeiras (Wang Z. et al., 2016;
Yoder e Bundschuh, 2016). Para
lidar com esse mecanismo de
escape, Liang et al. propos solucdes
alternativas, como modificar SgRNA,
reprogramar a nuclease Cas9 e
suprimir a atividade NHEJ (Liang et
al., 2016). Os achados negativos do
CRISPR / Cas9 tornam o0s
pesquisadores mais cuidadosos ao
projetar sgRNAs e aplicar essa
tecnologia para o tratamento de HIV-
1/ AIDS em ensaios clinicos.

(Xue et al., 2016). Seu surgimento traz
esperanga para a populagdo de
individuos infectados pelo HIV-1, mas é
importante ressaltar que os efeitos
negativos como desvio do alvo e fuga viral
devem ser considerados. Portanto, a cura
bem-sucedida do HIV-1 ainda tem um
longo caminho a percorrer. Os ensaios
clinicos de CRISPR/Cas9 no tratamento
do HIV-1 continuam a ser um desafio e a
ética deve ser sempre colocada em
primeiro lugar.

MARIA GUIMARAES, 2020.

Ferramenta para editar
genes leva Nobel de
Quimica.

Descritivo.

Apresentar 0  sistema
CRISPR-Cas9

desenvolvido pela francesa
Emmanuelle Charpentier e
a Norte Ameriuca Jennifer
Doudna, que abriu caminho
para uma infinidade de

aplicacdes.

Diretora da unidade de Ciéncia de
Patégenos no Instituto Max Planck
em Berlim, na

Alemanha, Charpentier descobriu o
sistema Crispr em 2011, na
Universidade de

Umea, na Suécia. Ela estava
estudando o material genético de
bactérias

especificamente pequenas
moléculas de &acido ribonucleico, o
RNA - em busca de

novos caminhos que levassem a
producéo de terapias antibioticas. O
que ela encontrou, em bactérias,
foram pequenas moléculas de RNA
remanescentes de reacdes a
material genético introduzido em
eventos de infec¢éo

por virus. Seu trabalho revelou que,
acopladas as formas mais longas do
RNA do

tipo Crispr e em conjunto com
proteinas bacterianas chamadas
Cas9, essas

Por tanto em 2012, fooi publicado na
revista Science, o artigo que lhes deu
fama, mostrando que o RNA

Crispr e a proteina Cas9 formam uma
tesoura capaz de reconhecer uma porgéo
especifica do DNA viral e corta-lo. Elas
também conseguiram simplificar a
construcdo da ferramenta molecular e
criar uma maneira de direcionar a tesoura
para um ponto desejado do genoma, 0
que permitiria inativar ou corrigir genes,
inserindo alteracdes.
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moléculas conseguem cortar o DNA

em pedagos menores. Faltava
entender como
esse mecanismo forneceria

protegdo contra virus, e para isso a
francesa procurou
Jennifer Doudna.

CAROLINE MOTA SOUZA BARBOZA, | A TECNICA DE CRISPR- | Descritivo. avaliar o uso desta | a técnica de CRISPR-Cas9 é uma | o sistema CRISPR-Cas9 é uma opcao
MARCELLA MARTINS TERRA, MARIA | Cas9 NA TERAPIA tecnologia na  terapia | promissora ferramenta de edicdo | promissora para as terapias génicas,
LUISA CANDIDO RIBEIRO, | GENICA: uma revisdo da génica, assim como | génica podendo ser utilizada em | porém deve ser usada com cautela,
JACKSIANE BRANDAO SILVA, 2019. literatura. apresentar algumas das | diversas finalidades, desde o uso no | levando em consideracdo as questdes
doencas que poderiam ser | tratamento de doengas genéticas ao | éticas que envolvem as técnicas de
tratadas por ela, e abordar | uso na agricultura, porém, existem | edi¢do génica.
questdes éticas envolvidas | diversas questdes envolvidas na
nos processos de edicdo | realizagdo das terapias para
génica em humanos. tratamento de patologias em
humanos.
GLOBE NEWSWIRE BY NOTIFIED, | Excision Receives FDA | Descritivo. (0] EBT-101, um | Em estudos pré-clinicos, | De acordo com Lisa Danzing, Diretora
2021. Clearance of IND for Phase terapéutico in vivo baseado | demonstrou a capacidade de | Médica da empresa Excision, a equipe
1/2  Trial of EBT-101 em CRISPR projetado para | extinguir o DNA proviral em mdltiplas | aguarda essa importante colaboracéo
CRISPR-Based extirpar o DNA proviral do | linhas celulares: células priméarias | com os  principais investigadores,
Therapeutic for Treatment HIV, é uma terapia genética | humanas, bem como mudltiplos | consultores cientificos e reguladores,
of HIV Unica que aproveita a | modelos animais, incluindo primatas | para realizar um julgamento seguro e
historia evolutiva da | n&o humanos. informativo com essa abordagem de
CRISPR como um sistema primeira classe para um alvo de doencga
de defesa viral em viral anteriormente considerado
bactérias. incuravel."
LOURENCO MOISES PEREIRA DA | Polimorfismo da Long | Analitico Confirmar a presenca mais | Os fragmentos da LTR, foram | Relacionando os subtipos com os dados
COSTA TEIXEIRA DA SILVA, 2016. Terminal Repeat (LTR) do | Experimental. frequente de duplicagdo no | determinados por nested PCR | de duplicacdo de Nf-kB e de carga viral,

HIV-1 em Amostras do Sul
do Brasil.

HIV-1 de subtipo C e
clarificar se a variabilidade
na LTR pode relacionar-se
com marcadores
substitutivos de replicagéo
viral (carga viral) e com o
perfil de subtipos virais.
Foram utilizadas 15
amostras de um grupo de
pacientes da Regido Sul do
Brasil, proveniente do

(nPCR) e sequenciamento direto,
utilizando Primers especificos. Apds
0 sequenciamento e edi¢do, as
sequéncias foram analisadas quanto
a presenca de Nf-kB, carga viral e
subtipos virais. Encontramos
predominantemente os subtipos B
(33.4%), BC (13.3%), C (40%) e F
(13.3%). A duplicacdo de Nf-kB
aparece predominantemente
associada ao subtipo C. Ndo se

ndo foi encontrada uma relacdo direta,
eliminando a possibilidade de inferir
acerca de maior ou menor indice de
replicagdo viral de um determinado
subtipo.
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centro de testagem do Rio

Grande do Sul
apresentando infec¢éo
recente.

verifica relevancia estatistica
guando se comparam sequéncias
com duplicagdo ou sem duplicacéo
de Nf-kB.

PEDRO BARBOZA DE MORAIS,
MORAES
PAIVA, THIAGO FRANCO NASSER,

Terapia  Génica:

HENRIQUE

nova

perspectiva no avango a
cura da infeccao pelo HIV

Descritivo.

analisar o avanco para a
cura da infec¢do pelo HIV
com a utilizacéo 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
gue a mesma possa ser utilizada em
seres humanos.

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 revisao
bibliografica foi possivel observar que
estudos a respeito deste tema mostra que
0s cientistas estdo cada vez mais
proximos da cura do HIV do que
imaginamos.

Fonte: Produzidos pelos autores
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4 DESENVOLVIMENTO
4.1 CRISPR-Cas9 e sua relevancia associada a terapéutica

O desenvolvimento da terapia génica e o grande avanco nos estudos da ciéncia com
abrangéncia da biologia molecular, trouxeram uma novidade na segunda década do
século XXI, que possibilitaram a aplicabilidade em larga esfera dentro da genética,
trata-se da técnica de CRISPR-Cas9 (SGANZERLA; PESSINI, 2020).

Segundo Barboza (2019), em 1987 cientistas japoneses estudando a bactéria
Escherichia coli, observaram a técnica usual da edicdo génica conhecida como
CRISPR, o que motivou a continuidade dos estudos, assim como, o espanhol
Francisco Moijica, que durante experiencias com Haloferax mediterranei (archaea)
também observou sequéncias repetidas, que funcionavam como um sistema de
defesa para os microrganismos em analise. Os bacteri6fagos ao infectar uma bactéria,
introduzem o DNA viral no DNA da célula bacteriana, diretamente na sequéncia
CRISPR, dessa forma sdo desenvolvidas “memorias” de infeccdo, ou seja, o
organismo adquiri a capacidade de reconhecer 0 mesmo agressor em possiveis
reinfeccBes futuras, o que possibilita uma resposta imunoldgica rapida na defesa do
organismo (MARTINEZ-OLIVA, 2020).

Emmanuelle Charpentier, Diretora da Unidade de Ciéncias de Patdgenos no Instituto
Max Planck em Berlim, na Alemanha, durante estudos com agentes biolégicos em
2011, na Universidade de UMEA na Suécia, buscava encontrar/desenvolver novos
mecanismos que auxiliassem na formulacdo de novos antibiéticos. Entretanto,
fragmentos de material genético RNA advindo de um processo infecioso foram os
achados, logo destacou-se um segmento de RNA extenso denominado como CRISPR
associado a proteina bacteriana identificada como Cas9. Todavia, houve duvida em
relacdo a como esse mecanismo promoveria a defesa imunoldgica. Sendo assim,
Charpentier recorreu a Jennifer Doudna, para suporte e engajamento na pesquisa
(GUIMARAES, 2020).

Apés toda dedicacdo Charpentier e Doudna, alcangaram resultados, os quais
viabilizaram a reestruturagcdo da “tesoura” molecular tornando-a mais precisa no
alcance do ponto alvo do segmento, 0 novo mecanismo facilitou o processo uma vez

gue, permitia cortar ou introduzir segmentos de interesse no DNA, para alcance de
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determinadas caracteristicas estruturais e funcdes fisiolégicas. Conforme publicado
na Revista Science, as descobridoras de CRISPR-Cas9, foram as ganhadoras do
Prémio Nobel no ano de 2012 (GUIMARAES, 2020).

Na fisiologia natural do organismo, o0 mecanismo de CRISPR-Cas9, intercorre por uma
ligacdo entre crRNA (pequeno RNA codificado) com a fita complementar do DNA em
seu ponto alvo, protegendo o fragmento PAM (protoespacador motivo adjacente)
sequéncia fundamental para o direcionamento da proteina nuclease Cas9, ao sitio
alvo para seccionar o DNA do virus invasor e ndo o bacteriano. Ja tracrRNA (pequeno
RNA codificado) uma extensa cadeia de bases a qual forma uma estrutura similar a
uma alga ou gancho desempenha funcéo heterogenia no crRNA-DNA alvo no sitio
ativo da nuclease Cas9, conforme ilustrado na Figura 1 (MARTINEZ-OLIVA, 2020).

¢rARN

Apareamiento por
complementariedad
(G-C ; A-T) entre el
ADN blanco y crARN

ADN blanco

Figura 1: Representagéo esqueméatica de um complexo natural do sistema CRISPR-Cas9.
Fonte: Adaptado de CRISPR, uma ferramenta para edi¢do de genomas.

Diante disso, Jennifer Doudna e Emmanuelle Charpentier, também vencedoras do
Prémio Principe das Asturias no ano de 2015, estruturaram a engenharia genética de

CRISPR-Cas9 baseado na sistematizacdo biomolecular natural (MARTINEZ-OLIVA,
2020).

Elas projetaram um sgRNA (RNA guia Unico ou RNA guia) que tem as
mesmas caracteristicas do tracrRNA e crRNA, este sgRNA direciona a
nuclease para o DNA alvo com a mesma precisdo que o crRNA e o tracrRNA
de uma bactéria teriam, para obter um sgRNA com especificidade contra o
alvo genémico de escolha, deve ser desenhado com complementaridade de
bases, isto é, GA e CT (regras de Watson e Crick), entdo ao introduzir o
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sgRNA e Cas9 no nucleo eucariético onde o DNA alvo é encontrado
(MARTINEZ-OLIVA, 2020).

A nomenclatura da ferramenta CRISPR-Cas9 € assim definida em virtude da
disposicéo génica observada em organismos procariéticos, 0os quais possuem material
genético disperso no citoplasma celular, essa estruturacdo apresenta assim genes
associados a repeticoes palindrdmicas curtas regularmente Inter espacadas, tal
organizacédo, auxilia no processo de imunidade, uma vez que a proteina associada
Cas9, efetua clivagens em sequencias especificas dos &cidos nucleicos 0s quais se
tornam alvo de agressores exdgenos, promovendo desse modo a sua quebra
(BARMAN; DEB; CHAKRABORTY, 2020).

Entdo, CRISPR é um nome dado a um lécus (posicdo fixa e especifica em um
cromossomo, onde esta localizado determinado gene) bacteriano, por meio desses
deu-se origem a poderosa ferramenta que permite a manipulacdo do DNA de qualquer
organismo (MARTINEZ-OLIVA, 2020).

Esse sistema de edicao, é parte do sistema imune, pois desempenha papel de defesa
contra acidos nucleicos invasores. O RNA guia direcionado identifica qual a sequéncia
alvo no genoma celular, e a nuclease Cas9 atua como tesoura para seccionar
sequéncias “chave” nas duplas fitas de DNA, conforme demonstracdo da Figura 2
(LIU, 2017).

__RNA-guia

Endogeno

Figura 2: Sistema de CRISPR-Cas9.
Fonte: Adaptado de o sistema CRISPR/Cas9 e a Possibilidade de Edicdo Genbmica para a
Cardiologia.
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O sistema CRISPR-Cas9, é destinado na edicdo de genomas e vem sendo
reconhecida por sua especificidade em atingir o gene nocaute do inglés knock-out nas
células (GUPTA et al., 2019).

Embora muitas questdes mecanisticas sejam deixadas para tras e o sistema
ainda ndo seja a prova de falhas, ou seja, uma série de desafios ainda
precisam ser resolvidos, o emprego de tecnologias de engenharia de genoma
baseadas em CRISPR-Cas9 aumentara nossa compreensao dos processos
de doencas e seu tratamento no futuro préximo (GUPTA et al., 2019).

Segundo Bannikov; Lavrov (2017) CRISPR-Cas9, uma técnica eficaz e com
resultados seguros na edicdo genética proporcionou através de sua descoberta

esperanca.

A inovadora técnica tem despertado grande interesse para aplicacdes terapéuticas,
uma vez, que pode ser utilizada para correcdo de mutacdes genéticas responsaveis

por causar doencas (LIU, 2017).

Em frente a evolucao cientifica Conill Sancho, expressou quanto a necessidade de
evidenciar reflexdes e medidas que possam valorizar a importancia que 0s avangos
da ciéncia reservam, assim como, apontar um direcionamento consciente a sua
influéncia (BARRETTO; LAUXEN, 2017).

4.2 O Virus da Imunodeficiéncia Humana

A infeccgédo pelo virus HIV afeta milhdes de pessoas no mundo, em meados da década
de 80 nos Estados Unidos da América (EUA) o virus se tornou conhecido como uma
nova condicao de saude (DEEKS et al., 2015).

Existem duas linhagens ou tipos principais de HIV, sendo, HIV-1 e HIV-2. As relagdes
sequenciais do HIV-1 e HIV-2 sdo decorrentes de transmisséo entre espécies do virus
da imunodeficiéncia simia (SIV) dos macacos chimpanzés e mangabei pertencente a
espécie Cercocebus atys. O HIV-1 é mais prevalecente e patégeno comparado ao
HIV-2 tornando-se responsavel por grande parte da pandemia global (DEEKS et al.,
2015).

Em busca por respostas epidemioldgicas pesquisadores identificaram em populacéo
de chimpanzés o SIV que possui familiaridade a linhagem pandémica do HIV-1. Pelas

caracteristicas semelhantes dos virus, € de maior compreensao transmissfes entre
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espécies de SIV para humanos homens por meio da cacga de primatas e alimentacao

de sua carne, assim como contato com sangue infectado (FARIA et al., 2014).

A infecgéo por SIV em seu hospedeiro natural € menos patogénico do que a infeccao
pelo HIV-1 em humanos. Tendo em consideracédo que SIV ndo causa enfermidade em
mangabei, mas é demasiadamente molesto quando transferido para macaca mulata.
A patogenicidade do HIV-2 em humanos encontra-se entre a do SIV em macacos
mangabei e macaca mulata. Acredita-se que a baixa patogenética do HIV-2 em
humanos deve-se a insuficiéncia replicacdo do virus, possivelmente pela inadequacgao
inconclusa do SIV ao hospedeiro humano com carga viral plasméatica menor em HIV-
1, refletindo a queda da incidéncia da infeccao pelo HIV-2 associada a pouca carga
viral (DEEKS et al., 2015).

O HIV-1 trata-se de um retrovirus sendo capaz de incorporar seu DNA ao genoma do
hospedeiro tornando o virus complexo mediante as terapias atualmente empregadas.
O virus detém uma quantidade de proteinas e logo apds sua entrada em uma célula,
o RNA de fita simples € transcrito reversamente em DNA do HIV-1, e integra-se ao
genoma do hospedeiro para sempre. Os farmacos atuam nessas etapas através de
inibidores de transcriptase reversa, inibidores da transferéncia da cadeia da integrasse
e inibidores de protease (DEEKS et al., 2015).

A transmissao do virus entre humanos ocorre por varias maneiras, como em relacoes
sexuais sem 0 uso de preservativos; transmissédo vertical que se da através da mae
soropositivo para o filho durante o parto ou aleitamento e transmissao horizontal que
pode ocorrer em um transplante de 6rgaos, transfusdo sanguinea ou por materiais
perfurocortantes infectados (MOURA et al., 2020).

A entrada do virus em suas células-alvo o linfocito T ocorre por meio do receptor CD4
e do receptor 5 da quimiocina CC (CCR5) através da integracao com a glicoproteina
do envelope (ENV) proporcionando a fusdo entre o envelope viral e a membrana
plasmatica da célula, integrando o interior da particula viral com o citoplasma celular.
Entdo o DNA do HIV serd transcrito pela enzima transcriptase reversa e,
posteriormente por agdo da enzima integrase sera exportado para o nacleo celular,
onde ocorre a clivagem do DNA inserindo o genoma viral no interior do genoma da
célula. A partir desse momento a célula hospedeira passa a transcrever os genes do
virus HIV, em sequéncia, decorre a traducéo propiciando produzir proteinas virais e,
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consequentemente virions maduros. Os medicamentos antirretrovirais tém como alvo
de acéo as etapas do ciclo de vida do HIV, na tentativa de inibicdo de sua propagacao

no organismo conforme apresentado na Figura 3 (DEEKS et al., 2015).
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Figura 3: Ciclo replicativo do HIV-1.
Fonte: Adaptado Manual Técnico para o Diagnostico da Infeccdo pelo HIV.

Uma vez que instalada a epidemia de HIV a auséncia de teste foi uma preocupacgao
inicial para constatar os portadores do virus. O diagnéstico inicial de HIV em humanos
€ realizado principalmente pelo método de ensaio imunoenzimatico (ELISA)
fundamentado em um imunoensaio de combinagdo antigeno / anticorpo em tempo
real que comumente identifica os anticorpos HIV-1 ou HIV-2 (ALEXANDER, 2016).

Os testes passaram por um processo evolutivo até chegar ao ensaio BioPlex 2200 a
quinta geragcdo em 2015, o teste de HIV de quinta geracdo fornece resultados
separados de antigenos e anticorpos e exigird outro algoritmo, pois ndo se faz
necessario um novo ensaio de diferenciacao de HIV-1/2 adicional a amostras positivas
para anticorpos, visto que, o teste também fornece resultados separados para 0s
anticorpos de HIV-1 e HIV-2. A infeccdo por HIV agora pode ser detectada
aproximadamente 2 semanas ap0s a exposicdo, com um numero reduzido de
resultados falso-positivos. Foi realizado uma analise do ensaio BioPlex 2200 de quinta
geracdo por Salmona et al. E encontraram 100% de sensibilidade e 99,5% de
especificidade em um estudo com amostragem de 1.505 pacientes. (ALEXANDER,
2016).
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Testes rapidos (TR) sdo imunoensaio (IE) que conseguem apresentar resultados em
um prazo de até 30 minutos. A disponibilidade de TR para o diagndéstico do HIV no
tempo atual pode ser realizada em ambientes laboratoriais e n&o laboratoriais,
dispondo o acesso ao diagnostico. Encontra-se no mercado alguns modelos de TR,
0s constantemente utilizados séo: dispositivos (ou tiras) de imunocromatografia de
fluxo lateral *(A), imunocromatografia de dupla migracdo (DPP) *(B), dispositivos de
imunoconcentracdo *(C) e fase sdlida *(D), conforme Figura 4 (FERREIRA et
al.,2014).
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Figura 4. Exemplos de Testes Rapidos (TR) para HIV.
Fonte: Adaptado de Manual Técnico para o Diagndstico da Infec¢é@o pelo HIV.

Os métodos para realizar o teste do HIV objetiva-se em melhorar a qualidade do
diagndstico da infec¢do pelo virus, provido de uma base racional para possibilitar que
o diagnéstico seja efetuado o mais antecipadamente possivel, de modo seguro e

rapido em sua concluséao (BRASIL, 2021).

Apesar de todos 0s avancos em pesquisas e tecnologias de salde, a expressao de
maior significado em tratamento de pacientes para o HIV-1 e HIV-2 agente causador
da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é a terapia antirretroviral (TARV)
que utiliza agentes farmacol6gicos especificos possibilitando suprimir a replicacao do
HIV a nivel intracelular, o uso da TARV tornou o HIV uma doenc¢a com possibilidade
ao tratamento, porém cronica (ARTS; HAZUDA, 2012).

4.3 A técnica aplicada a terapéutica do HIV

Atualmente os individuos infectados pelo virus da Imunodeficiéncia Humana em
tratamento paliativo, empregam a TARV, na qual varios medicamentos antirretrovirais

sdo combinados e reduz efetivamente a carga viral nos pacientes prevenindo a
22



progressdo da doenca, entretanto ndo possuem acéo de cura (LIMSIRICHAI; GAJ;
SCHAFFER, 2016).

Essas drogas tém como alvo o reservatorio viral latente que € estabelecido logo ap6s
a infeccao e que consiste em DNA proviral de HIV inativo em células T (BLANKSON
et al., 2002, SILICIANO et al., 2003 apud WANG et al., 2018).

O virus HIV, possui uma particularidade pois consegue se manter por muito tempo,
em estado de laténcia, ou seja, sem que o hospedeiro apresente manifestacdes do
processo de infeccéo, isso decorre em virtude da néo replicacdo do virus, uma vez
que, permanece inativo na célula hospedeira. Sendo assim, 0 virus se caracteriza
como resistente a qualquer acdo de combate do organismo, levando
consequentemente a um monitoramento imunolégico continuo com uso de
medicamentos retrovirais (LIMSIRICHAI; GAJ; SCHAFFER, 2016).

Com intuito de melhorar as estratégias antivirais contra o HIV, testes inovadores tém
sido desenvolvidos, para garantia de uma edicdo génica &agil, eficaz e com
perspectivas de cura (WANG et al., 2018).

A técnica CRISPR-Cas9 nos Uultimos anos tem sido aplicada em pesquisas
experimentais relacionadas a infeccao pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana, trata-
se de uma ferramenta com grande potencial, capaz de induzir a expresséo latente do
HIV-1 através de acao direta de proteinas ativadoras de dedo de zinco (ZFAs) que se
infiltram nas células hospedeiras, possibilitando o reconhecimento de seu promotor
LTR e a ativacado da transcricdo viral (MORAIS; PAIVA; NASSER, 2021).

O sistema de CRISPR-Cas9 se apresentou eficiente no HIV-1, ao utilizar gRNAs
(RNAs guia), programados para o direcionamento a regido LTR como também a gag,
principal proteina estrutural. No entanto, o DNA do virus por apresentar variedade de
sequéncias nos locais alvo, dificulta o processo de clivagem, todavia, a regido com
menos variagado localiza-se no elemento TAR do LTR, facilitando o direcionamento
dos gRNAs que demonstraram reducao significativa na transcri¢cdo do virus, ao clivar
0 sequenciamento que se situa proximo a regido responsavel por esse processo
(MORAIS; PAIVA; NASSER, 2021).
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A transcricdo do virus HIV-1 é controlada através da associacao entre elementos da
regido LTR. Vale ressaltar que existem dois LTR’s, sendo cada um localizado em uma
extremidade do provirus. Cada LTR é dividido em 3 regides denominadas como: U3,
R, U5A, que possuem como finalidade geral a pontencializacdo da transcri¢cao viral

conforme demonstracéo da Figura 5 (SILVA, 2016).
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Figura 5: Ciclo de replicagdo do HIV-1 e terapia antiviral.
Fonte: Adaptado de Estratégias antivirais baseadas em CRISPR-Cas contra HIV1.

A internalizacdo da ZFA em linfdcitos T infectados em laténcia, demonstrou eficacia
no estimulo da manifestacao viral, baseado em novos estudos da biotecnologia, que

busca eficacia terapéutica (MORAIS; PAIVA; NASSER, 2021).

Para erradicar os reservatoérios latentes do HIV-1, € necesséario reativar o virus
letargico nas células hospedeiras e induzir a morte celular por HAART (Terapia Anti-
retroviral Altamente Ativa), ocorrendo a ativagéo de respostas imunes antivirais. Esta

estratégia é conhecida como “choque e morte”. Porém, esta abordagem pode néo ser
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capaz de atingir uma quantidade relevante dos reservatorios virais e portanto, pode
nao ser muito eficiente (XIAO; GUO; CHEN, 2019).

Como inovacédo, a tecnologia CRISPR-Cas9 associada ao uso de antirretrovirais
HAART podera ser uma ferramenta de grande potencial para a ativacdo de
reservatorios virais latentes de HIV-1 (XIAO; GUO; CHEN, 2019).

A CRISPR-Cas9 encontra-se em fase de estudos, sendo constantemente avaliada
através de testes que podem acentuar sua especificade, eficacia e aplicabilidade. Os
testes vem sendo manipulados in vivo (camundongos) e in vitro, e demostram bons
resultados, impulsionando estudiosos a realizar experimentos em humanos, como por
exemplo a EBT-101 CRISPR que trata-se da primeira terapia genética em
desenvolvimento, para o tratamento do Virus da Imunodeficiéncia Humana,
desenvolvida pela empresa Excision BioTherapeutics, a ser testada em humanos com
HIV cronico (GLOBE NEWSWIRE, 2021).

A Excision BioTherapeutics € uma empresa de biotecnologia que desenvolve técnicas
terapéuticas baseadas em CRISPR, com objetivo de curar doencgas infecciosas virais,
assim como, melhorar a qualidade de vida de pacientes com doengas cronicas por
meio da excisdo de genomas virais de individuos infectados (GLOBE NEWSWIRE,
2021).

O EBT-101 utiliza um virus adeno-associado (AAV) para administrar um tratamento
exclusivo com finalidade de curar funcionalmente as infecc6es por HIV. O programa
de investigacdo emprega CRISPR-Cas9 e dois RNAs guia que tém como alvo trés
locais dentro do genoma do HIV (U3, R, U5A), retirando assim grandes porcdes do
gene viral e minimizando o seu potencial escape (GLOBE NEWSWIRE, 2021).

O ensaio clinico da terapia EBT-101 fase I/ll possui previséo de inicio para dezembro
de 2021. A mesma objetiva analisar a eficacia, seguranca e tolerabilidade em
individuos que convivem com o Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (GLOBE
NEWSWIRE, 2021).

A solicitacdo dessa investigacao foi aceita pela Food and Drug Administration (FDA),
Agéncia Federal do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados
Unidos. Segundo Daniel Dornbusch, CEO da Excision, a aprovagao representou um
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marco muito importante para a empresa, assim como para 0s pacientes que ha anos
aguardam uma terapia que apresente eficacia satisfatoria e que permita dissipar
totalmente o virus HIV, conduzindo a expectativa de cura para os portadores (GLOBE
NEWSWIRE, 2021).

Os estudos pré-clinicos apresentaram capacidade de exterminar o DNA proviral do
Virus da Imunodeficiéncia Humana em diversas linhagens de células: células
primérias humanas (in vitro), varios modelos animais (in vivo), incluindo primatas nao
humanos (GLOBE NEWSWIRE, 2021).

O EBT-101 consiste em uma evolucdo terapéutica baseado em CRISPR in vivo
projetado para eliminar o DNA do HIV, trata-se de uma terapia génica Unica na
histérica da CRISPR (GLOBE NEWSWIRE, 2021).

4.4 Vantagens e Desvantagens

Ao passar dos anos ficou nitido a importancia da ciéncia e suas tecnologias para a
saude humana, e através da técnica CRISPR-Cas9 surgiu mais uma esperanca que
permite possiveis modificacdes genéticas, o que também acarretou debates sobre a
forma com que a técnica seria empregada e se seria utilizada preservando a dignidade
humana (SGANZERLA; PESSINI, 2020).

A comunidade cientifica mundial, em 26 de novembro de 2018, sentiu temor apds o
pesquisador chinés He Jiankui anunciar através das redes sociais 0 seu novo
experimento em embrides geneticamente modificados pela técnica CRISPR-Cas9 e
implantados em uma mulher que deu a luz a gémeas no mesmo més em que tal feito
foi anunciado. ApGs esse acontecimento houve uma grande repercussao entre a
comunidade cientifica, que acusaram He Jiankui de tentar se vangloriar com sua
experiéncia (SGANZERLA; PESSINI, 2020).

Jennifer Doudna, Bioquimica da Universidade da Califérnia, uma das cientistas que
idealizou a técnica de CRISPR-Cas9, em entrevista a Associated press, afirmou,
“Esse anuncio confirma a existéncia de um limite internacional para a conduta ética e
cientifica para ajudar a garantir que esse tipo de trabalho — radical e desnecessario
do ponto de visto médico e negligente — ndo volte a ocorrer.” (SGANZERLA; PESSINI,
2020).
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O pesquisador He Jiankui por sua vez na ‘Conferéncia internacional sobre edicdo de
genes’, em Hong Kong (27 de novembro de 2018), afirmou que utilizou a técnica para
criar uma geragado com caracteristica de resisténcia ao virus da Aids (HIV), e ndo para
curar ou prevenir doencas hereditarias (SGANZERLA; PESSINI, 2020).

O que colocou em anadlise as questdes éticas que envolvem a descoberta dessa
técnica, uma vez que, a mesma pode trazer beneficios, como também pode expor a
integridade Humana a médio ou longo prazo, devido aos perigos e riscos que a
manipulacdo do DNA pode proporcionar. Sendo que, essa técnica pode propiciar o
poder de ndo somente tratar doencas, mas possivelmente intensificar habilidades
humanas que envolvam como por exemplo a for¢a fisica e cognicdo, o que torna
preocupante e questionavel quais os limites que serdo empregados (FURTADO,
2019).

Segundo Sganzerla; Pessini (2020), mediante as incertezas dos efeitos que podem
ocorrer com a aplicacdo da técnica, € cabivel ressaltar as vantagens que trar4 para
salude humana, assim como, para as vidas geradas por maes soropositivas que
conforme He Jiankui, podem desenvolver resisténcia imune ao virus, bloqueando a
transmissdo vertical, sendo a técnica utilizada atendendo os parametros legais e
cientificos a fim de prevenir e curar patologias que afetam a populacdo mundial,
respeitando os limites éticos (BERGEL, 2017).

A possibilidade de editar um gene tanto em células afetadas, quanto diretamente nos
ovulos é de grande valia, ndo proporcionando somente beneficios fisioldgicos, mas
também a salde mental de pessoas que convivem diariamente com uma doenca
devastadora, como o HIV, visto que, a sociedade ndo possui conhecimento/instrucées
suficientes e julgam de forma a fazer com que os portadores do virus se isolem,
causando um comprometimento na vida social e mental. Sendo assim, frente aos
julgamentos a técnica torna-se entre seus varios beneficios, uma esperanca quanto
qualidade de vida para todos que passam por este sofrimento (ALMEIDA; LABRONIC,
2007).

4.5 Atualizagbes e Perspectivas

Por ser uma técnica inovadora, fica evidente a necessidade de estudos para o

aprimoramento e comprovagao da sua eficacia, o que ja esta em analise em alguns
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paises, tendo como por exemplo os Estados Unidos, em que a FDA consentiu, a
aprovacao do ensaio clinico EBT-101 que ocorreu no dia 15 de setembro de 2021,
sendo recebida como um grande marco para a empresa de Biotecnologia e uma
grande expectativa para a ciéncia. Os testes tém previsdo de inicio para o final deste
ano. De acordo com Daniel Dornbusch, CEO da Excisdo (GLOBE NEWSWIRE, 2021).

“A liberagao de nosso aplicativo IND para EBT-101 representa um marco
importante para a exciséo e é o resultado de anos de compromisso com o
desenvolvimento de uma cura funcional para individuos que vivem com HIV”,
disse Daniel Dornbusch, CEO da Excisdo. “Embora os tratamentos antivirais
possam controlar a infeccdo pelo HIV, eles exigem tratamento para toda a
vida, causam efeitos colaterais e ndo oferecem a possibilidade de cura
funcional. Somos gratos pela reviséo e aceitacdo do IND para EBT-101 pelo
FDA e esperamos iniciar o ensaio clinico de Fase % ainda este ano.” (GLOBE
NEWSWIRE, 2021).

Embora exista um tratamento para o HIV através do uso de antirretrovirais, 0s mesmos
ndo possuem a eficAcia de curar ou eliminar o virus do organismo, além de
demandarem um tratamento continuo, com efeitos colaterais, 0 que torna a vida do
individuo soropositivo mais delicada. No entanto, a téchica CRISPR-Cas9 trouxe uma
expectativa para essas pessoas, possibilitando que o virus que envolve o DNA das
células seja eliminado, trazendo assim a esperanga que a muito tempo aguardavam
(PARKINS, 2021).

5 CONSIDERACOES FINAIS

A evolucao e as perspectivas promovidas pela ciéncia, proporcionam constantemente
expectativas enquanto melhorias para quadros patoldgicos e modificacdes fisiologicas
executadas de modo a promover qualidade de vida. Sendo assim, dentre essas, se
destaca a Técnica de CRISPR-Cas9, que conforme abordado nesse artigo vem sendo
planejada e aprimorada atraves de testes in vitro e em animais que conforme estudos
apontaram bons resultados. Ainda esse ano, mediante interesse dos cientistas e
aprovacao dos 6rgaos competentes a implicacdo deve ser realizada em humanos. A
técnica tem como principal finalidade, permitir com que os individuos infectados pelo
virus da Imunodeficiéncia Humana, disponham de um novo recurso para tratamento
e cura, que possibilite através de modificagBes genéticas diretamente aplicadas na
molécula de DNA do virus HIV, a inibicdo da proliferacdo dessas células virais. A
utilizacao da ferramenta CRISPR-Cas9 pode ser vantajosa, pois propicia vantagens a
saude fisiolégica e mental, uma vez que, a replicacéo do virus pode além de impactar
a saude mental, em decorréncia dos julgamentos meio a sociedade, desencadear,
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sintomatologias ao portador da AIDS. Vale ressaltar que o individuo, a partir do
momento da infeccdo (soropositivo) ja se torna um transmissor do virus, caso nao
sejam submetidos aos cuidados e cautelas necessarios. Portanto, a técnica ainda em
estudo visa, transformar essa realidade respeitando os limites éticos e ressaltando os

beneficios terapéuticos.
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