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RESUMO

A AIDS é uma doenca crénica causada pelo virus HIV e que compromete o sistema imunoldgico
do hospedeiro, deixando-o vulnerdvel a infeccdes oportunistas. As terapias atualmente
disponiveis reduzem a carga viral, porém, ndo sdo eficazes em eliminar as formas latentes do
virus. Além disso, efeitos adversos e psicossociais tfém peso significativo na vida dos usudrios. Como
medida alternativa, ferramentas moleculares tém sido testadas e desempenham importédncia na
supressao viral. Arecente técnica CRISPR-Cas? foi desenvolvida a partir de um sistema adaptativo
de bactérias contra virus. Fragmentos de material genético exdgeno sdo inseridos no genoma
bacteriano e ao serem transcritos, associam-se as proteinas Cas, constituindo um maquindrio
de clivagem sitio-especifica. Neste trabalho de revisdo bibliogrdfica narrativa, descrevemos trés
mecanismos pelos quais o sistema CRISPR-Cas? foi utilizado no controle dainfecdo do HIV através
de knockout génico em células infectadas. Uma vez que o virus € dependente do correceptor
CCRS5 para interagir com a célula hospedeira, a técnica foi capaz de desencadear mutagoes
no gene CCRS5. Outra medida foi a utilizacdo de regides essenciais para o HIV, promovendo
mutacdes no seu genoma e truncando a expressdo de proteinas virais. Além disso, CRISPR-Cas? foi
aplicada como alternativa parareativar as formas latentes pela inducdo transcricional utilizando
sistemas direcionadores de ativadores de transcricdo SunTag e SAM. Sendo assim, a utilizacdo
da técnica CRISPR-Cas? permitiu resultados significativos nas aplicacoes pelas diferentes vias,
demonstrando ser uma ferramenta molecular com potencial na erradicacdo do virus HIV.

Palavras-chave: edicdo gendmica, AIDS, CCRS, knockout génico.

AIDS is a chronic disease caused by the HIV virus that compromises the host's immunological
system, leaving it vulnerable to opportunistic infections. Currently available therapies reduce the
viral charge, however, they are not effective in eliminating latent forms of the virus. In addition,
adverse and psychosocial effects have a significant impact on users’ lives. As an alternative
measure, molecular tools have been tested and play a key role in viral suppression. The recent
CRISPR-Cas? technique was developed from an adaptative system of bacteria against viruses.
Fragments of exogenous genetic material are inserted into the bacterial genome and, when
franscribed, associate to Cas proteins constituting a site-specific cleavage machinery. In this
narrative bibliographic review, we described three mechanisms by which the CRISPR-Cas? was
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used to control HIV infection through gene knockout in infected cells. Since the virus is dependent
on the CCRS co-receptor to interact with the host cell, the technique can trigger mutations in the
CCRS5 gene. Another measure was the use of essential regions for HIV, promoting mutations in its
genome and truncating the expression of the viral proteins. Furthermore, CRISPR-Cas? has been
applied as an alternative to reactivate latent forms by franscriptional induction using SunTag
and SAM transcriptional activator targeting systems. Thus, the use of the CRISPR-Cas? technique
allowed remarkable results in applications through different ways and proving to be a molecular
tool with potential for the eradication of the HIV virus.

genomic editing; AIDS, CCRS5, gene knockout.

INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) € uma doenga cronica causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) que compromete o sistema imunologico do hospedeiro, deixando-o
suscetivel a infeccoes oportunistas. Pelos dados do Programa Conjunto das Nagoes Unidas (UNAIDS),
aproximadamente 38 milhoes de pessoas no mundo estao vivendo com HIV. E mesmo com todos os
esforcos em medidas preventivas e tratamentos disponiveis, no Brasil foram diagnosticados 13.677
novos casos de infecgao pelo HIV em 2020 (BRASIL, 2020).

A terapia antirretroviral (TARV) atua inibindo a reproducao do HIV, reduz a mortalidade dos
portadores, garante uma melhora no sistema imunolégico com relacao as outras doencas, trazendo
resultados positivos com a baixa disseminacao viral para outras pessoas por reduzir a carga viral dos
pacientes (SHEHU-XHILAGA et al., 2005). Porém, tal terapia nao ¢ eficiente para erradicar a forma
latente presente nas células (SAAYMAN et al., 2016), na qual o material genético viral permanece ina-
tivo por longos periodos e, eventualmente, readquire a capacidade de voltar a se replicar, formando
novas particulas virais que irao infectar outras células. Tais eventos, estimulados por mecanismos
que ainda nao sao totalmente compreendidos, tornam o HIV um agente etiologico de uma doenga
cronica (XIAO; GUO; CHEN, 2019).

O Brasil disponibiliza acesso gratuito aos medicamentos e, apesar de existirem seis classes de
drogas para o tratamento da infecgao do virus HIV, seu uso é complexo e traz impactos a vida dos
pacientes (SEIDL et al., 2007). Dentre os efeitos adversos, foram relatados casos de hipersensibilidade,
acidose lactica e insuficiéncia renal aguda (TAN; WALMSLEY, 2013).

Identificado pela primeira vez em 1987 (ISHINO et al., 1987), o locus CRISPR (Repeticoes
Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas, do inglés Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats), associado a endonuclease de corte duplo Cas9, tornou-se
uma ferramenta de edicao genética com diversas potencialidades e aplicagdes (HATOUM-ASLAN;
MARRAFFINI, 2014). Apos estudos sobre CRISPR, foi descoberto que esse locus constitui um meca-
nismo de defesa de procariotos contra novas invasées de um mesmo material genético exégeno,
servindo como memoria adaptativa (MOJICA; GARCIA-MARTINEZ; SORIA, 2005; WEISS; SAMPSON,
2014), semelhante a capacidade que células humanas tém de reconhecer patégenos apds contato
prévio e combaté-los atraves da imunidade adaptativa por meio de anticorpos. A versatilidade desse
mecanismo torna possivel o combate ao virus HIV através da utilizagao de RNAs-guias para localizar
o genoma viral de forma sitio-especifica silenciando genes (KAMINSKI et al., 2016) ou bloqueando
sua entrada nas células hospedeiras (LI et al., 2015a).
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Outras técnicas de edigao genética mostraram-se promissoras na terapia contra o HIV, como
as nucleases dedo de zinco (do inglés, zinc finger nucleases, ZFNs), com sua capacidade de provocar
mutacgao em um local preciso no genoma, conferindo delecao dos genes CCR5 e CXCR4, que sao
essenciais para a interacao do virus com a célula hospedeira (DIDIGU et al., 2014; TEBAS et al., 2014).
Porém, devido aos altos custos, ao tempo necessario e a baixa especificidade desta técnica (KHALILI
et al., 2015), CRISPR-Cas9 tornou-se uma alternativa mais flexivel, com baixo custo (CONG et al.,
2013), baixa frequéncia de efeitos off-targets e eficiéncia demonstrada em células eucarioticas (CHO
et al., 2013), o que incentiva a pesquisa em aprimorar a técnica para uso em humanos. Além disso, a
versatilidade da técnica permite sua ampla aplicabilidade pelos pesquisadores, principalmente em
virus com altas taxas de mutacoes, o que poderia ocasionar falha na supressao viral. Os resultados
obtidos por Ebina e colaboradores (2013) na primeira aplicagao de CRISPR-Cas9 em infe¢oes por HIV
sugerem uma possivel ferramenta capaz de eliminar o HIV e, dessa forma, curar a AIDS.

Diante disso, este trabalho compreende uma revisao bibliografica narrativa acerca dos principios
e aplicacoes da técnica CRISPR-Cas9 na terapia génica ao HIV pelas vias de inativagao de genes virais,
reativacao de reservatorios latentes e mutagao de receptor CCR5 como alternativas para contornar
as limitacoes das terapias medicamentosas.

METODOLOGIA

Foi realizada revisao bibliografica narrativa utilizando as bases de dados bibliograficas PubMed
e Google Académico com os seguintes descritores: CRISPR, Cas9, HIV, gene therapy e Cas9, tendo
como critério artigos publicados no periodo de 1981 a 2020 nos idiomas inglés e portugués.

Para critério de inclusao, foram selecionados os artigos que continham a utilizagao de CRISPR
para terapia génica contra o HIV, experimentos em células humanas e analises de resultados com
baixos efeitos off-targets. Como critérios de exclusao, foram retirados artigos que nao englobavam a
utilizacao da enzima Cas9 ou uma das trés vias de utilizacao da técnica CRISPR-Cas9 referenciadas
neste trabalho.

VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA - HIV

O HIV é um retrovirus envelopado do género Lentivirus, com genoma de duas fitas simples de
RNA que € reversamente transcrito pela enzima transcriptase reversa em DNA no citoplasma da célula
hospedeira (TURNER; SUMMERS, 1999). Seu genoma de aproximadamente 9,8 kb possui terminacoes
repetitivas longas em cada extremidade (do inglés, Long Terminal Repeats - LTR). Embora ambas
terminacoes tenham a mesma sequéncia, a regiao 5’ LTR € essencial para que haja sinais regulatorios
de transcricao, importantes para a integracao do DNA viral no genoma hospedeiro, formando o DNA
pro-viral. A 3' LTR atua na terminacgao da transcricao e poliadenilagcao, podendo atuar como promo-
tor quando a integridade de 5’ LTR esta comprometida (FREED, 2001). Seu genoma é composto por
genes responsaveis pela estrutura da particula viral (gag, pol e env), genes acessorios (vif, vpr e nef)
e genes regulatorios (tat e rev), responsaveis pela integracao e manutencao da particula viral (FANG
et al., 2013).
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INFECCAO PELO ViRUS HIV

As principais vias de transmissao do HIV sao as relagoes sexuais sem uso de preservativo, o
compartilhamento de agulhas e a transmissao vertical. Apos a infecgao, ocorre a interagao entre as
glicoproteinas 120 (gp120) e 41 (gp41) do envelope viral com o receptor de superficie CD4 principal-
mente de linfocitos T, interagindo com os correceptores CCR5 e CXCR4, variando pelo tropismo
viral (XIAO; GUO; CHEN, 2019) formando poros de fusao e a liberacao do material genético dentro
da célula (TURNER; SUMMERS, 1999).

No citoplasma hospedeiro, o RNA viral é reversamente transcrito pela enzima transcriptase
reversa na direcao 5 sintetizando um DNA complementar ao RNA, movido em seguida para a ex-
tremidade 3’ para continuar a sintese da fita de DNA, com o segmento hibrido sendo degrado pela
enzima RNAse H. A fita dupla de DNA termina de ser sintetizada pela transcriptase reversa e segue
para o nucleo da célula para ser integrado no genoma celular pela enzima integrase, sendo, entao,
denominado provirus (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; FREED, 2001).

Uma vez que a célula é ativada, o provirus sera transcrito pela RNA polimerase II da célula
infectada, resultando em pré-RNAm que serao processados e enviados ao citoplasma para tradugao
das proteinas necessarias para a montagem de novas particulas virais, seguido do brotamento dessas
particulas pela membrana da célula hospedeira para infeccao de novas células (FREED, 2001).

Alguns virus permanecem no interior da célula dentro de vactolos formando reservatorios virais,
os quais estao relacionados com o silenciamento génico do provirus através de varios mecanismos
(RUELAS; GREENE, 2013), podendo voltar a ser transcrito e produzir novas particulas virais (BIALEK
et al., 2016), sendo esta a principal dificuldade na terapia contra o HIV (MARTIN; SILICIANO, 2016).
(XIAO; GUO; CHEN, 2019)

CRISPR-CAS?

CRISPR-Cas ¢ uma maquinaria adaptativa que protege organismos procariotos contra invasoes
apos contato prévio com DNA exdgeno (HORVATH; BARRANGOU, 2010). A sigla CRISPR foi atribuida
apo6s consenso pela comunidade cientifica devido as sequéncias repetidas que possuem sequéncias
espagadoras intercaladas entre elas (JANSEN et al., 2002). Essas sequéncias originam RNA-guias
(crRNA - CRISPR-derived RNA) que direcionarao o complexo aos alvos especificos homologos a cada
espacador (MAKAROVA et al., 2011).

Essas sequéncias espacadoras sao produtos da clivagem do material genético exdégeno que
foram acrescentados para servir como memoria adaptativa (MOJICA; GARCIA-MARTINEZ; SORIA,
2005) (Figura 1), e que serao transcritas em RNAs-guias para localizar o material genético exdogeno
e destrui-lo. Bolotin et al. (2005) descreveram que nao havia sucesso na infeccao viral em bactérias
que possuiam espacadores compativeis ao genoma do virus.

Os genes Cas (CRISPR-associated) localizados proximos ao locus CRISPR codificam polimerases,
nucleases e helicases que atuarao no genoma-alvo para depois inserir os fragmentos nos espagadores,
favorecendo a resisténcia em futuras invasées do mesmo material genético (PEREIRA, 2016) (Figura 1).
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Figura 1 - Locus CRISPR. Aquisicdo de novos espacadores pela atuacdo das enzimas Casl e
Cas2 a partir do genoma viral desconhecido. Fonte: Autoria prépria (figura criada com www.
biorender.com).
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O locus CRISPR pode ter sido transmitido de um ancestral Archaea para o dominio Bacteria
horizontalmente (MAKAROVA et al., 2006), e apesar desse sistema nao ser totalmente compreendido,
CRISPR-Cas9 € uma ferramenta genética promissora que, além de possuir diversas outras aplicagoes
(WRIGHT; NUNEZ; DOUDNA, 2016), pode ser empregada na terapia contra o HIV pela possibilidade
de atuar de forma sitio-especifico.

MECANISMOS DE ACAO DO SISTEMA CRISPR-CAS9

A enzima Cas9 possui dois l6bulos em sua estrutura, um de reconhecimento (REC) e outro de
atividade nucleasica (NUC). No 16bulo NUC estao presentes os dominios de clivagem e interagao com
PAM (Motivo Adjacente ao Protoespacador, do inglés “Protospacer Adjacent Motif”), uma sequéncia de
poucos nucleotideos comum em diversos sistemas CRISPR, que auxilia no reconhecimento da Cas9
com o DNA-alvo (JINEK et al., 2012). Devido a especificidade dessa sequéncia, Kleinstiver et al. (2015)
estudaram mecanismos de utilizar Cas9 mutantes para serem compativeis com variacoes de PAM.

Sao necessarios dois RNAs para que a Cas9 seja ativada e exerca sua func¢ao no alvo. Em pro-
cessos naturais, sao necessarios um crRNA e um tracrRNA (trans-activating RNA) (PEREIRA, 2016).
O crRNA ¢ produto dos espagadores apo6s ser processado e o tracrRNA € um RNA nao codificante
complementar ao crRNA (ISHINO; KRUPOVIC; FORTERRE, 2018) (Figura 2). Para tornar a técnica de
edicao mais pratica, ambos foram fundidos para formar o sgRNA (RNA-guia) (CONG et al., 2013; HSU;
LANDER; ZHANG, 2014; JINEK et al., 2012), testado em procariotos (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).
O sgRNA realiza o direcionamento da Cas9 e a interagao com a sequéncia-alvo a ser clivada através
do reconhecimento de PAM (PEREIRA, 2016).
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Figura 2 - Mecanismo CRISPR-Cas9. (1) O DNA desconhecido ¢é injetado dentro da célula. (2)
Enzimas sintetizadas a partir dos genes Cas realizam a clivagem do DNA e inserem fragmentos no
locus CRISPR em forma de um novo espacador. (3) O locus CRISPR é transcrito em um segmento

de RNA (pré-crRNA) constituido de espacadores e sequéncias repetidas que, apds processamento

(4) dard origem ao RNA-guia. (5) A enzima Cas? € guiada ao DNA viral a partir do RNA-guia

correspondente a ele. (8) Apds o reconhecimento da sequéncia especifica, a maquinaria
CRISPR-Cas? abre as fitas de DNA e realiza a clivagem do DNA exdgeno. Fonte: Adaptado de
"CRISPR-Cas? Adaptive Immune System of Streptococcus pyogenes Against Bacteriophages” por
BioRender.com (2021). Retirado de https://app.biorender.com/biorender-templates
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Uma vez que o reconhecimento acontece, uma mudanca na conformacao de Cas9 faz com que
haja interagao com o dominio PAM (PEREIRA, 2016) e essa interacao causa a separagao das duas fitas
do DNA-alvo (ANDERS et al., 2014). Com a abertura das fitas, o dominio seed, presente na sequén-
cia-guia, interage com o sequéncia-alvo. A atuagao de seed ¢é essencial para garantir o pareamento

entre as sequéncias (SEMENOVA et al., 2011). Apds o pareamento, a maquinaria Cas9 pode clivar as
duas fitas do DNA-alvo (Figura 3).

No lobulo NUC da Cas9, os dominios de clivagem RuvC e HNH, clivam a sequéncia da fita com-
plementar e a sequéncia-alvo, respectivamente, formando extremidades abruptas (JINEK et al., 2012),
que serao reparadas por mecanismos naturais da célula: Ligacao de extremidades nao homologas (do
inglés, “Non-homologous end joining” - NHEJ) e reparo dirigido por homologia (do inglés, “Homology
directed repair - HDR). Quando nao ha homologia entre as pontas, o reparo ¢ feito pelo mecanismo
NHEJ que unira as duas pontas causando mutacao de inser¢ao ou delegao de nucleotideos (DOUDNA;
CHARPENTIER, 2014). Entretanto, se ha homologia entre as pontas abruptas, ocorre recombinacao
homologa entre extremidades (PEREIRA, 2016).
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Figura 3 - Complexo CRISPR-Cas?. Reconhecimento da sequéncia-alvo por seed e alinhamento
com PAM. Fonte: Autoria prépria (figura criada com www.biorender.com).
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BLOQUEIO DA ENTRADA DO VIiRUS HIV PELA DELEGAO DO GENE CCR5

Os correceptores de membrana CCR5 sdo os principais intermediarios que permitem a in-
teracao entre o virus HIV e a célula hospedeira através do receptor CD4 (COCCHI et al., 1995). Os
receptores CD4 desempenham importante papel funcional na imunidade, nao sendo recomendavel
sua inativagao (XIAO; GUO; CHEN, 2019). A utilizacao da Cas9 com sgRNA especifico na regiao 3’ a
jusante do start codon (ATG) do gene CCRS (NERYS-JUNIOR et al., 2018) causa sua delegao, promo-
vendo resisténcia as células pelo bloqueio da entrada do virus (LI et al., 2015b). A mutagao natural no
gene CCR5 é uma condicao autossdmica recessiva e estudos mostram que teve origem na Europa,
onde ha uma frequéncia de 10 a 20% (LIBERT et al., 1998; NERYS-JUNIOR et al., 2018). Entretanto,
individuos que possuem a inativacao do gene CCR5 podem viver de forma saudavel (BITI et al., 1997,
SAMSON et al., 1996).

Cho e colaboradores (2013) realizaram experimentos para avaliar a eficiéncia do sgRNA-Cas9 na
inativagao do gene CCR5 utilizando uma Cas9 recombinante para clivar uma sequéncia de 23 pb do
gene humano CCR5 em um DNA plasmidial. A presenca de um RNA sintético foi essencial para que a
clivagem ocorresse, validando o controle com a auséncia de clivagem no plasmideo que nao possuia
a sequéncia alvo. Em seguida, foi testada a eficiéncia da técnica em células humanas HEK 293T com
o uso do reporter RFP-GFP, obtendo resultados de expressao de 5% para 7% em trés experimentos
independentes somente com células que foram transfectadas com RNA quimérico e um plasmideo
que codificava uma Cas9, provando que a técnica ¢ eficaz em células eucarioticas (CHO et al., 2013).
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A interrupcao de um gene foi testada com o uso de uma endonuclease T7 tipo I que cliva
sequéncias de DNA hibridas do tipo selvagem e mutante e depois foram analisadas por PCR, o que
mostrou mutagoes no alvo. Além disso, indicios de clivagens precisas foram obtidos através de uma
reprogramacao no complexo sgRNA-Cas9, substituindo o alvo CCR5 para o C4BPB, no qual indugoes
de mutagdes cromossomais em células K562 obtiveram frequéncias de 5% para 33% em trés experi-
mentos independentes. Analise de PCR revelou inserc¢oes precisas de uma ou duas bases no sitio de
clivagem, igualmente as que foram obtidas para o gene CCR5 (CHO et al., 2013).

INATIVAGAO DA EXPRESSAO GENICA DO HIV

O HIV-1 utiliza a maquinaria celular hospedeira e seus genes regulatorios precisam ser expres-
sos para iniciar seu ciclo. As extremidades LTR sao responsaveis por integrar o DNA viral no genoma
hospedeiro e regular fatores de transcricao. Apesar da grande diversidade genética do HIV-1e do fato
de que mutagdes podem causar incompatibilidade com os gRNAs, a técnica de CRISPR-Cas9 esta em
constante evolugao e sequéncias especificas podem ser desenvolvidas (MALI et al., 2013).

Lebbink e colaboradores (2017) avaliaram a eficacia de CRISPR-Cas9 como ferramenta de edicao
genética utilizando gRNAs especificos para a regiao LTR (LTR6), matriz (MA3) e integrase (IN5) ex-
pressos em um vetor lentiviral juntamente a Cas9. Células Jurkat foram infectadas com uma linhagem
geneticamente modificada do HIV e os vetores contendo os gRNAs LTR6, MA3 e IN5, separadamente.
Analises das sequéncias mostraram eventos de insercoes e delecdes (indels) em frequéncias de 100%
(LTR6), 76% (MA3) e 90.1% (IN5). Em seguida, os autores avaliaram se as mutacoes no genoma viral
seriam eficientes no bloqueio da expressao génica viral. Para isso, utilizaram a inser¢ao de um gene
reporter (GFP) no genoma viral que seria expresso sob estimulos de TNF-a, dois gRNAs, LTR4 e LTR6,
para a regiao LTR (SPI e TAR respectivamente). Sob estimulo de TNF-«, foi observada a reativagao
de 35% das células infectadas latentes. Com a introdugao dos gRNAs especificos para a LTR, houve
reducao significativa da expressao do GFP em 40% para o LTR4 e 95% para o LTR6, uma potenciali-
zagao de mais de 98% de reducao na combinacao de ambos gRNAs.

O uso combinado de gRNA também previne o escape viral, uma vez que foi avaliada a eficiéncia
da utilizacao separada e combinada de gRNAs (MA3 + PR2, MA3 + IN5 e PR2 +IN5). Os autores obser-
varam que, separadamente, a replicacao viral permanecia, uma vez que o reparo celular NHEJ causa
mutacoes e facilita o escape viral. Entretanto, a utilizacao de duplos gRNAs para diferentes regioes
previne o escape e interrompe a replicagao viral (LEBBINK et al., 2017).

Outros pesquisadores obtiveram resultados significantes na utilizacao de gRNAs duplos para
supressao de genes do HIV-1 com algo nas regioes U3 e R de LTRs e remocao do genoma viral em
linfocitos T CD4 (EBINA et al., 2013; KAMINSKI et al., 2016).

REATIVAGAO DOS RESERVATORIOS LATENTES DO HIV

A maior barreira para terapia contra o HIV continua sendo os reservatorios dormentes presentes
nas células infectadas e que podem perdurar por anos (BRUNER; HOSMANE; SILICIANO, 2015). A ati-
vagao dos fatores de transcricao do provirus latente depende de varios mecanismos de inducao celular
que podem ocorrer de forma espontanea e recomecar o ciclo reprodutivo viral (BIALEK et al., 2016). A
importancia de induzir o ciclo viral nas células infectadas com a forma latente é imprescindivel para
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que as alternativas terapéuticas, imunolédgicas e medicamentosas alcancem e atuem nas particulas
virais produzidas (LEBBINK et al., 2017; XIAO; GUO; CHEN, 2019).

Medicamentos com ativadores dos fatores de transcricao LRAs (do inglés, Latency Reversing
Agents) nao se provaram eficientes em induzir os reservatorios do provirus em simulagao ex vivo
de células T-CD4+ (HO et al., 2013), além de provocarem baixa reducao dos reservatorios em celulas
diferentes das CD4 (DARCIS et al., 2015). Direcionar ativadores de transcricao diretamente no sitio de
interesse pode sobrepujar condigdes epigenéticas que interferem na eficacia de medidas terapéuticas,
como os LRAs (BIALEK et al., 2016).

O gRNA possui a capacidade de localizar o sitio-alvo através dos sistemas SunTag e SAM de-
rivados de CRISPR-Cas9 (BIALEK et al., 2016). O sistema SunTag ¢ um complexo formado por uma
sequéncia de peptideos que se acoplam a uma dCas9 (dead Cas9) de atividade catalitica inativada de
Streptococcus pyogenes, para amplificar sinais de fluorescéncia e € guiado por um gRNA. Cada peptideo
é reconhecido por um fragmento de anticorpo de cadeia simples scFv (do inglés single-chain variable
fragment). A dCas9 pode ser fusionada a um tetramero da proteina VP16, formando uma VP64, que é
um fator de transcrigao do Herpesvirus simplex tipo 1, com receptor para acoplar o anticorpo GCN4
(BIALEK et al., 2016).

O sistema SAM (do inglés, Synergistic Activation Mediator) € formado por uma fusao da dCas-
9-VP64, um gRNA modificado (mod. gRNA) é capaz de realizar ligacao com a proteina de revestimento
de bacteriofagos MS2, que pode se ligar as subunidades p65 e HSF1. A jungao desses componentes
potencializa a ativagao transcricional no sitio-alvo (BIALEK et al., 2016).

Os dois sistemas, SunTag e SAM, foram utilizados para realizar indugdes transcricionais em
células com reservatoérios e analisar a melhor regiao do DNA viral para induzir. A sequéncia U3 da
regiao LTR 5] loci de fatores de transcrigao viral, seriam os locais de abordagem mais eficiente. Para
confirmacao, foram utilizados em ambos sistemas nove gRNA desenhados especificamente para LTR
5, dando foco a regiao U3 (gRNAs 3-8) de células TZM-bl derivadas de HeLa, com HIV-LTR dependente
de luciferase (BIALEK et al., 2016). Os resultados mostraram que os dois sistemas reportaram forte
expressao génica nos alvos dos gRNAs 3-6. Porém, SAM mostrou maiores niveis expressos acima do
controle negativo (gRNAs 5 e 6). Além disso, os gRNAs 3-6 mostraram que regiao entre 230 pb e 106
pb a montante do sitio de inicio de transcricao indica um local eficiente para alvo (BIALEK et al., 2016).

CONCLUSOES

As medidas terapéuticas disponiveis atualmente para o controle da AIDS possuem limitacdes
devido a impossibilidade de eliminar o virus HIV e ao impacto na qualidade de vida dos pacientes. O
principal obstaculo para a cura da AIDS ¢é a formagao dos reservatorios virais que perduram por anos
e podem voltar a replicar particulas virais em um ciclo continuo.

As técnicas moleculares ampliam o alcance no controle de doengas, principalmente as que
atuam de forma sitio-especifica. CRISPR-Cas9 demonstrou grande efetividade em manipular o ge-
noma viral com baixos efeitos off-targets. Pesquisas aqui referenciadas obtiveram éxito em bloquear
a entrada do HIV-1por meio da delegao do correceptor CCR5, que é fundamental para sua interacao
com a celula hospedeira, interromper a expressao génica viral pela utilizacao de gRNA com sequén-
cias especificas para regides que codificam proteinas essenciais e reativar as formas latentes pela
utilizagao de sistemas com ativadores de transcricao.
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Embora as aplicacoes dessa técnica sejam promissoras, € imprescindivel discutir a respeito
dos aspectos bioéticos relacionados a manipulacao de DNA em humanos, mesmo que em prol de
benfeitorias. Pesquisas com relatos a longo prazo dos efeitos off-targets causados pelas mutacoes
causadas pela técnica sao essenciais para a melhor compreensao e aprimoramento da ferramenta
molecular. Portanto, os resultados obtidos pelos pesquisadores e descritos neste trabalho sao pilares
para o desenvolvimento seguro e aplicavel da técnica CRISPR-Cas9 em ensaios com humanos.
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