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RESUMO

A infecgiio pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV),
responsavel pela Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), tem atingido milhGes de pessoas em todo o globo. Des-
de entiio, os governos tem investido em ciéncia e tecnologia
com o intuito de obterem a compreensio da patogénese da
AIDS e assim, criar metodologias que permitam controla-la e
erradica-la. No entanto, mais de 30 anos apos o inicio das pes-
quisas, os métodos de controle da infeccio sdo o estagio mais
estavel de que se tem registros na literatura, sendo os mais
utilizados na atualidade. A evolucio da tecnologia, juntamente
com os resultados de pesquisas mais detalhadas sobre o HIV e
a AIDS, permitiu que metodologias emergentes, como a Tera-
pia Génica e Interferéncia por RNA fossem utilizadas para
combater as infeccdes pelo virus e o desenvolvimento da sin-
drome, cujos resultados mostram-se favoraveis e expressivos.

PALAVRAS-CHAVE: HIV, AIDS, Terapia Génica, Interfe-
réncia por RNA.

ABSTRACT

Infection with Human Immunodeficiency Virus (HIV), responsible
for Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS), has reached
millions of people worldwide. Since then, the government has
invested in science and technology in order to obtain the under-
standing of AIDS pathogenesis and thus create methodologies to
control it and eradicate it. However, more than 30 years after the
start of the research, infection control methods are the most stable
stage that has records in the literature, the most used today. The
evolution of technology, along with more detailed research find-
ings on HIV and AIDS, allowed emerging methodologies such as
the Gene Therapy and Interference RNA were used to fight the
infection by the virus and the development of the syndrome; the
results have been favorable and expressive.
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1. INTRODUCAO
O HIV

Cerca de 35 milhdes de pessoas sdo portadoras do
HIV no mundo, sendo que, diariamente surgem 7.000
novos infectados, e do total, uma pessoa morre a cada 20
segundos'?. Estatisticas globais descritas pelo Programa
Conjunto das Nagdes Unidas sobre HIV/AIDS -
UNAIDS (2014)? apontam que, os maiores indices de
incidéncia a nivel global estdo concentradas na regido da
Africa Subsaariana, Caribe, Leste Europeu e Asia Cen-
tral. J& no Brasil, o Departamento de DST, AIDS e hepa-
tites virais; Martins et al. (2014)' descreveram que até
Junho de 2014 foram registrados 734 mil novos casos de
infec¢do pelo virus, sendo 0,6 % dos casos relatados,
ocorrentes entre pessoas de 15 a 49 anos (prevalecendo
em homens), com as concentracdes de pessoas infec-
tadas distribuidas regionalmente em: Regido Sudeste
(54 % dos casos), Sul (20 % dos casos), Nordeste
(14,3 % dos casos), Centro-Oeste (5,8 % dos casos) e
Norte (5,4 % dos casos), ¢ até dezembro de 2013 foram
registrados 278.306 obitos derivados da epidemia da
AIDS, das quais os maiores nimeros de ocorréncias en-
contra-se nas regides Sudeste, com 61, 8 % dos 6Obitos e
Sul com 17, 3 %.

O virus, que pertence ao género dos Lentivirus (Len-
tiviridae) e familia dos Retrovirus (Retroviridae), é ca-
racterizado pelo longo periodo de incubacdo e pela ca-
pacidade de gerar um genoma de DNA pela enzima
transcriptase reversa, para interagir com as células hos-
pedeiras’. Possui formato esférico medindo entre 100 e
120 nanometros de didmetro e apresenta um nucleo com
duas copias de RNA de cadeia simples, envolvidos por

Openly accessible at http://www.mastereditora.com.br/bjscr




Bacelar Junior et al. / Braz. J. Surg. Clin. Res.

uma camada de proteinas, capsideo ¢ um envelope, re-
vestido por uma membrana bifosfolipidica repleta de
glicoproteinas acopladas, como a gp-120 e gp-41*°.
Além disso, ¢ classificado em dois subgrupos: o HIV-1 e
o HIV-2, que apesar de agirem da mesma forma no or-
ganismo, o HIV-2 tem uma taxa de viruléncia menor que
o HIV-1 e ¢ o responsavel pela epidemia da transmissao,
enquanto o tipo HIV-1 é o responsavel pela pandemia e
pela grande variabilidade genética desse microrganis-

mo*.
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Figura 1. Estrutura do HIV. Fonte: Murphy et al. (2010)°.

A infecg@o acontece quando uma pessoa ndo conta-
minada entra em contato com um portador, seja por meio
de relacdo sexual desprotegida, por meio do contato com
fluidos corporais, agulhas contaminadas, transfusdo
sanguinea, contaminagdo vertical durante o parto, ou
pela amamentagdo®. A progressdo se da através da en-
trada do genoma viral no meio intracelular, por meio do
acoplamento do virus as moléculas CD4" de linfocitos T,
macréfagos, células dendriticas e células da microglia, e
interagdo entre as proteinas de superficie virais com os
receptores de quimiocina CCRS5 e CXCR4 das células
hospedeiras, que permitem a unido das membranas’*.

Os primeiros registros de sua ocorréncia, na década
de 1980, juntamente com o aumento do nimero de pes-
soas infectadas ao longo dos anos, trouxeram consigo a
necessidade do desenvolvimento de uma metodologia
terapéutica capaz de conter a progressdo do virus e o
desenvolvimento da AIDSS?.

Os avangos nas pesquisas para encontrar uma cura
para a AIDS possibilitou o desenvolvimento de quatro
classes de medicamentos antirretrovirais: os inibidores
da transcriptase reversa, inibidores de protease, inibido-
res de integrase e os inibidores de entrada, que visam as
moléculas CD4" ou os receptores de quimiocina CCRS
na célula hospedeira ou a gp-41 e a gp-120 no virus,
impedindo o seu acesso ao interior das células®. Apesar
desses medicamentos diminuirem os niveis de virus cir-
culantes nos portadores e melhorarem sua qualidade de
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vida, os efeitos colaterais apresentados pelos pacientes e
a complexidade do tratamento devido a combinagéo re-
grada de remédios e seus respectivos horarios, entre ou-
tras questdes de carater social e psicoldgica, impedem
que muitos sigam com o tratamento, sendo esses alguns
dos obstaculos no uso desses medicamentos, que tem
levado os pesquisadores a continuarem buscando novas
formas de combate ao HIV',

Terapia Génica e Interferéncia por RNA

A Terapia Génica ¢ uma metodologia terapéutica
que surgiu na década de 1990, que utiliza técnicas de
recombinagdo génica para manipular, substituir, suple-
mentar, regular ou inibir a expressdo de genes de inte-
resse, para assim, tratar as doengas genéticas humanas,
hereditarias ou adquiridas, agindo nos pacientes de den-
tro para fora, intervindo nos processos patogénicos a
nivel molecular, desenvolvendo respostas genéticas, se-
guidas de reagdes bioquimicas e efeitos fisioldgicos,
manifestando em seu fenotipo as alteragdes realizadas no
seu gendtipo! L1213,

A Interferéncia por acidos ribonucleicos (RNA),
também conhecida como “efeito knock-down”, “efeito
knock-out” ou silenciamento genético, ¢ um modelo de
terapia génica, que foi desenvolvida tendo como base
um mecanismo utilizado pelos organismos vivos para
regular negativamente, a nivel transcricional ou
pos-transcricional, a expressdo de um ou mais genes,
através da degradacdo do RNA mensageiro (RNAm) ou
bloqueio da sintese proteica, descoberto no final da dé-
cada de 1990'4!5, Estudos complementares evidenciaram
que ha duas moléculas principais de RNA envolvidas
nesse mecanismo: os microRNAs (miRNAs) e os pe-
quenos RNAs de inferéncia (small interfering RNA -
siRNA), que apesar de serem moléculas ndo codificantes,
desempenham papéis importantes em diversas fungdes
celulares, como a diferenciagdo, formagdo da cromatina,
proliferacdo celular, formag¢do de tecidos e homeos-
tase!®17,

A regulagdo genética por RNA se inicia quando um
RNA de cadeia dupla (cdRNA), ou micro RNA primario
(pri-miRNA), originado de partes ndo codificantes do
genoma transcrito pela RNA polimerase II, ¢ identifica-
do e incorporado ao complexo enzimatico Drosha, que
dara origem ao pré-microRNA (pré-miRNA), a partir da
clivagem do pri-miRNA, em uma estrutura de aproxi-
madamente 70 pares de bases'. O pré-miRNA, ainda no
nucleo, ¢ associado a proteina exportina-5, por meio da
qual ¢ transportado do nicleo para o citoplasma, onde ao
ser reconhecido pela RNA polimerase 3 Dicer, sera cli-
vado novamente em uma estrutura com cerca de 21 a 23
pares de bases, que posteriormente serdo incorporados
ao Complexo de Silenciamento Induzido por RNA
(RISC), onde serdo formados os miRNAs de cadeia sim-
ples, que servirio de guia para a interferéncia'>®. O
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RISC ativado se ligara ao fragmento de RNA mensagei-
ro por meio da complementariedade das bases e causara
a inibi¢@o da traducdo ou a degradacdo do RNA mensa-
geiro alvo!72!22, assim como mostra a Figura 2.

Em teoria, a Terapia Génica e a Interferéncia por
RNA podem ser desenvolvidas tanto em células somati-
cas, como também em células germinativas®. Contudo,
na pratica, essas técnicas sao desenvolvidas apenas em
células somaticas, conforme o estabelecido pelo Artigo
8° da Lei de Informagdo genética pessoal e Informagao
de satde (Lei n® 12, de 26 de janeiro de 2005)".

Sistemas de entrega de transgenes e técnicas
de insergao

Para que os transgenes cheguem aos seus respectivos
sitios de agdo, a sua entrega deve ser realizada de ma-
neira segura ¢ eficiente!®. Na teoria, conforme Cecchi
(2013)*, Toledo (2013)%; Bobina et al. (2015)* e Kor-
mann (2015)%’, o vetor ideal deve ser capaz de transpor-
tar os transgenes de tamanhos variados, com baixa imu-
nogenicidade e citotoxicidade, expressar os transgenes
de maneira estavel para diversos tipos especificos de
células e tecidos e regular a expressdo do transgene
exogeno no tempo e na quantidade necessaria.

Atualmente, existem varios tipos de vetores, varios
tipos de moléculas e varios tipos de mecanismos de en-
trega abordados na Terapia, agrupados como vetores nao
virais e vetores virais, que podem ser utilizados para a
transfec¢do do transgene in vitro (ex vivo), através da
infusdo de células em cultura retiradas do paciente e
geneticamente modificadas, ou in vivo, através da inje-
¢do de solugdes contendo o genoma nu, biomoléculas e
através de técnicas que facilitem a entrega dos transge-
nes no citoplasma e no nucleo das células, conforme
mostram as Figuras 2 e 3.
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Figura 2. Sistemas de entrega de transgenes. Fonte: Nayerossadat;
Maedeh; Ali, (2012)?. Adaptado.

Aplicagdes no combate ao HIV

No que refere a utilizagdo da Terapia Génica e Inter-
feréncia por RNA contra o HIV, os objetos de ensaios
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laboratoriais podem ser os genes do virus, as células do
hospedeiro e o ciclo replicativo do HIV. Pereira (2013)'3
afirma que a aplicagdo dessas técnicas no combate ao
virus € um processo com muitas possibilidades, pois o
virus apresenta uma grande variedade de potenciais al-
vos (genes) envolvidos nas etapas do seu ciclo replicati-
Vo, j& que os virus expdem seu material genético durante
a replicacdo, sendo, assim, alvos frageis do sistema de
RNAI, independente de sua estrutura genomica (DNA ou
RNA, de cadeia simples ou dupla), uma vez que todas as
informagdes génicas se fazem na forma de RNA.
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Ex wivo:

1. coleta e cultivo in vitro das células do paciente;

2. transdugao com vetor carregando o gene terapéutico;
3. selegio & expansdo das células com gene terapéutico;
4. reintrodugdo das células modificadas no paciente,

In vive:
1. formulagdo apropriada do wetor que carrega o gene terapéutico;
2, injegdo direta do vetor no tecido-alvo do paciente,

Figura 3. Terapia ex vivo e in vivo. Fonte: Menck; Ventura (2007)%.

Quanto as células do hospedeiro, apés a descoberta
do tropismo do HIV pelas células CD4" e pelos recepto-
res de quimiocina CCRS5 e CXCR4, seguida da publica-
¢do do caso do paciente de Berlim, que teve a cura fun-
cional da AIDS, apds ser transplantado com células da
medula éssea de um doador que tinha a mutagdo CCRS
delta-32, na tentativa de se tratar para a leucemia mie-
l6ide aguda, diversas
estratégias vem sendo desenvolvidas para inibir a ex-
pressdo do CCRS5 nas células CD4", e assim, tornar os
pacientes imunes ao HIV por métodos laboratoriais, ja
que, apesar de estar presente entre 5% a 14% dos indi-
viduos de descendéncia europeia, a manifestagdo homo-
zigbtica da mutacdo CCRS5 delta-32 (que concerne a
imunidade ao HIV) ¢ rara, ocorrendo em cerca de 1% a
2% dos descendentes caucasianos, apenas®2%-303132.33,
Como estratégia alternativa, a inser¢do de genes que
interagem com o ciclo reprodutivo do virus também esta
sendo utilizada, interferindo em etapas importantes do
ciclo, como a entrada dos virus nas células e inibindo
genes responsaveis pela replicagdo ou formagdo de no-
vos virus**

Openly accessible at http://www.mastereditora.com.br/bjscr




Bacelar Junior et al. / Braz. J. Surg. Clin. Res.

2. MATERIAL E METODOS

O referido trabalho constitui uma revisdo bibliogra-

fica de carater exploratorio relacionado ao tema proposto.

Os materiais a serem utilizados serdo de natureza diver-
sificada (dentre livros, artigos, periddicos, monografias,
dissertagdes, teses e materiais on-line de cunho cientifi-
€0), que serdo reunidos através de pesquisas sobre temas
como HIV, HIV-1, Terapia Génica e Interferéncia por
RNA, onde as partes de interesse para o trabalho serdo
organizados conforme o contetido apresentado, de modo
a servirem como um auxilio para a obtengao de respostas
as questdes levantadas pelo trabalho.

3. DESENVOLVIMENTO

Silva (2012)* e Yuan et al. (2012)7 descreveram que
os ensaios laboratoriais com camundongos, cultura de
tecidos e primatas ndo humanos, onde houve a
manipulagdo genética do gene CCRS em células tronco
hematopoiéticas (ruptura do gene ou silenciamento),
juntamente com terapias de inser¢do de genes que atuam
interferindo no ciclo de replicagdo do HIV tem resultado
na obtencdo de células mieldides resistentes ao HIV e
redugdo da carga viral nos individuos, respectivamente.

Tabela 1. miRNAs humanos e suas fungdes no combate ao HIV.

RELACAO RNAs ALVOS | FUNCAO
miR-29a nef Diminui a infectividade do HIV.
miR-28 Laténcia em células T CD4+ de
miR-125b Tepouso
miR-150 3'LTR
Direta m%R-223 Restrir{ge a replicagdo do HIV-1 em
miR-382 monocitos
miR-133b
$i§:}i§ 3'LTR | Diminui a replicagdo do HIV.
miR-326
$i§:%;p PCAF Diminui a infecgdo do HIV.
) Ciclina T1 Restl:ir{ge a replicagdo do HIV-1 em
miR-198 mondcitos
miR-27b Ciclina T1
miR-29b Restringe a replicagdo do HIV-1 em
miR-150 Ciclina T1 | células T CD4+ de repouso
Indireta mfR'223
miR-15a
miR-15b
miR-16 . L
miR-20a Pur-alfa Restl:lr{ge a replicagdo do HIV em
. monocitos.
miR-93
miR-106
b

A busca pelo conhecimento do mecanismo de
interferéncia por RNA tem levado os pesquisadores a
identificacdo de diversos RNAs interferentes, assim
como as suas respectivas fungdes dentro das células,
conforme as afirmagdes de Klase et al. (2012)'¢ e
Vlachakis (2013)%, e conforme o representado Tabela 1.

Protocolos clinicos

Até Julho de 2015, mais de 2200 protocolos de
Terapia Génica ja foram registrados, sendo que, 174
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protocolos (cerca de 5,5 %) envolvem doengas
infecciosas (cerca de 7,9 %); 120 protocolos envolvem a
regulagdo da expressdo génica, com genes anti-sentido
(n=17 — 0,8 %), genes inibidores de replicacdo (n=92 —
4,2 %) e RNA interferentes (n=11 — 0,2 %) e 5
protocolos apresentam moléculas de RNAi como vetores
(cerca de 0,2 %)>.

Devido ao sucesso da técnica, relatado ja nos
primeiros protocolos, o numero de doengas ponteciais
para abordagens em Terapia Génica e interferéncia por
RNA s6 aumentou ao longo dos anos'®.

Abordagens especificas da Terapia Génica para o
HIV foram descritas por Yang et al. (2011)'%; Hoxie &
June (2012)*° ¢ Bobina et al. (2015)%, dentre os quais, as
fases do protocolo variam de Fase 0 até a Fase III.

4. CONCLUSAO

A Terapia Génica e a Interferéncia por RNA
representam uma grande promessa, no que concerne o
tratamento de varias doengas, entre elas, as infecgdes por
HIV e consequentemente, a AIDS. As diversas
abordagens desenvolvidas (variabilidade de vetores e
trangenes, com transgenia direta no individuo ou por
processo autdlogo por infusdo de células em cultura do
proprio individuo, para alvos virais ou nas células do
hospedeiro) fazem dessas metodologias uma importante
ferramenta de combate ao HIV, o que justifica a sua
utilizacdo em larga escala e efetivacdo de protocolos
clinicos, com resultados plausiveis, em varias fases de
importancia médica e cientifica, em um periodo muito
curto, se comparado aos demais eventos dessa natureza.

A Organizagao Mundial da Satude estabeleceu em seu
plano de metas para 2015, a reducdo da infeccdo pelo
HIV em 50 %, em todo o mundo. Ainda que ndo
consiga, ha muitas expectativas para os proximos anos,
considerando a taxa de crescimento da utiliza¢do dessas
novas metodologias.

A grande questdo para a qual o presente trabalho
remete ¢ a confirmacdo, ou ndo, do surgimento da
metodologia que poderéd ser considerada a “cura para a
AIDS”. Caso ndao o seja, acredita-se, por meio dos
resultados obtidos até o presente momento, que a tao
almejada cura esteja proxima e, que a Terapia Génica e a
Interferéncia por RNA possam contribuir para o
desenvolvimento de algo ainda mais promissor, ou abrir
caminhos para a descoberta de algo que seja de fato,
efetivo e conclusivo.
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