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RESUMO

Este artigo de revisdo explora a aplicagdo da tecnologia de edicdo genética CRISPR-Cas como uma
potencial terapia curativa para a infec¢do pelo HIV. A introducao estabelece o problema central: a
terapia antirretroviral (CART) suprime a replicacdo do HIV, mas ndo elimina o virus, que persiste em
um reservatorio latente integrado ao genoma das células do hospedeiro. A erradicagdo desse
reservatorio € o passo essencial para a cura. Nesse contexto, o sistema CRISPR-Cas surge como uma
ferramenta promissora, funcionando como "tesouras moleculares" capazes de remover ou inativar o
DNA proviral. O objetivo do estudo ¢, portanto, compilar e analisar os avancos e desafios atuais dessa
abordagem terapéutica. A metodologia utilizada foi uma revisdo narrativa da literatura, baseada em
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uma pesquisa na base de dados PubMed por artigos cientificos publicados nos ultimos cinco anos,
utilizando os descritores 'CRISPR-Cas', 'HIV' e 'Treatment'.Os resultados e a discussdo sao divididos
em duas estratégias principais. A primeira ¢ o ataque direto ao genoma viral, onde o CRISPR-Cas ¢
usado para excisar ou inativar sequéncias conservadas do DNA do HIV, com a abordagem multiplex
(uso de multiplas guias de RNA) mostrando-se mais eficaz. A segunda estratégia foca em modificar o
genoma do hospedeiro para criar resisténcia a infec¢do, sendo o principal alvo o nocaute do gene do
correceptor CCRJ, inspirado em casos de cura de pacientes que receberam transplantes de medula de
doadores com uma mutagdo natural neste gene. Apesar do sucesso em modelos celulares e animais, a
revisdo destaca desafios significativos: o risco de escape viral por mutagdo, os perigosos efeitos off-
target (cortes indesejados no genoma humano), a complexa logistica de entrega do sistema CRISPR a
todas as células do reservatorio e a possibilidade de uma resposta imune contra a proteina Cas.

Palavras-chave: HIV. CRISPR-Cas. Edi¢do Genética. Terapia Génica.

ABSTRACT

This review article explores the application of CRISPR-Cas gene editing technology as a potential
curative therapy for HIV infection. The introduction establishes the central problem: antiretroviral
therapy (cART) suppresses HIV replication but does not eliminate the virus, which persists in a latent
reservoir integrated into the genome of host cells. Eradication of this reservoir is the essential step
toward a cure. In this context, the CRISPR-Cas system emerges as a promising tool, functioning as
"molecular scissors" capable of removing or inactivating proviral DNA. The objective of the study is,
therefore, to compile and analyze the current advances and challenges of this therapeutic approach.
The methodology used was a narrative review of the literature, based on a search of the PubMed
database for scientific articles published in the last five years, using the descriptors 'CRISPR-Cas',
'HIV', and '"Treatment'. The results and discussion are divided into two main strategies. The first is the
direct attack on the viral genome, where CRISPR-Cas is used to excise or inactivate conserved
sequences of HIV DNA, with the multiplex approach (use of multiple RNA guides) proving to be more
effective. The second strategy focuses on modifying the host genome to create resistance to infection,
with the main target being the knockout of the CCRS co-receptor gene, inspired by cases of cure in
patients who received bone marrow transplants from donors with a natural mutation in this gene.
Despite success in cell and animal models, the review highlights significant challenges: the risk of
viral escape through mutation, dangerous off-target effects (unwanted cuts in the human genome), the
complex logistics of delivering the CRISPR system to all cells in the reservoir, and the possibility of
an immune response against the Cas protein.

Kerwords: HIV. CRISPR-Cas. Gene Editing. Gene Therapy.

RESUMEN

Este articulo de revision explora la aplicacion de la tecnologia de edicion genética CRISPR-Cas como
una posible terapia curativa para la infeccion por VIH. La introduccion establece el problema central:
la terapia antirretroviral (cCART) suprime la replicacion del VIH, pero no elimina el virus, que persiste
en un reservorio latente integrado en el genoma de las células del huésped. La erradicacion de este
reservorio es el paso esencial para la cura. En este contexto, el sistema CRISPR-Cas surge como una
herramienta prometedora, que funciona como «tijeras moleculares» capaces de eliminar o inactivar el
ADN proviral. El objetivo del estudio es, por lo tanto, recopilar y analizar los avances y retos actuales
de este enfoque terapéutico. La metodologia utilizada fue una revision narrativa de la literatura, basada
en una busqueda en la base de datos PubMed de articulos cientificos publicados en los ltimos cinco
afos, utilizando los descriptores «CRISPR-Cas», «VIH» y «Tratamiento». Los resultados y la
discusion se dividen en dos estrategias principales. La primera es el ataque directo al genoma viral, en

el que se utiliza CRISPR-Cas para extirpar o inactivar secuencias conservadas del ADN del VIH,
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siendo el enfoque multiple (uso de multiples guias de ARN) el més eficaz. La segunda estrategia se
centra en modificar el genoma del huésped para crear resistencia a la infeccion, siendo el objetivo
principal la eliminacion del gen del correceptor CCRS, inspirada en casos de curacion de pacientes que
recibieron trasplantes de médula 6sea de donantes con una mutacion natural en este gen. A pesar del
éxito en modelos celulares y animales, la revision destaca retos significativos: el riesgo de escape viral
por mutacion, los peligrosos efectos fuera del objetivo (cortes no deseados en el genoma humano), la
compleja logistica de entrega del sistema CRISPR a todas las células del reservorio y la posibilidad de
una respuesta inmunitaria contra la proteina Cas.

Palabras clave: VIH. CRISPR-Cas. Edicion Genética. Terapia Génica.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) representam um desafio persistente para a saude publica global, com
aproximadamente 38 milhdes de pessoas infectadas (Hussein et al., 2023). A terapia antirretroviral
combinada (cART), embora eficaz em suprimir a replica¢ao viral e reduzir a carga viral a niveis
indetectaveis, ndo ¢ curativa (Khamaikawin et al., 2024). A principal barreira para a erradicacdo do
virus ¢ a existéncia de um reservatorio viral latente, constituido por DNA proviral integrado de forma
estavel ao genoma das células do hospedeiro, principalmente linfocitos T CD4+ de memoria
(Maslennikova e Mazurov, 2022; Hussein et al., 2023).

Este reservatorio ¢ insensivel a cART e pode reativar a produgdo viral a qualquer momento,
exigindo que os pacientes mantenham o tratamento por toda a vida (Maslennikova e Mazurov, 2022).
A terapia continua, por sua vez, esta associada a desafios como toxicidade medicamentosa e o
desenvolvimento de resisténcia viral (Hussein et al., 2023; Maslennikova e Mazurov, 2022). Nesse
contexto, a remocao do DNA proviral latente integrado ¢ considerada o requisito fundamental para
qualquer estratégia de cura do HIV (Herskovitz et al., 2022).

Nos ultimos anos, a tecnologia de edicdo gendmica baseada no sistema de repeti¢des
palindromicas curtas agrupadas e regularmente interespacadas (CRISPR) e suas proteinas associadas
(Cas) emergiu como uma ferramenta promissora com potencial para revolucionar o tratamento do
HIV (Hussein et al., 2023). Este sistema, originalmente um mecanismo de defesa imune em
procariontes, foi adaptado para funcionar como "tesouras moleculares" capazes de clivar o DNA em
locais especificos, oferecendo a possibilidade de inativar ou excisar o provirus do HIV do genoma do
hospedeiro (Herskovitz et al., 2022). As estratégias terapéuticas exploradas incluem tanto a inativagao
direta de genes virais quanto a modificacao de genes do hospedeiro, como os correceptores de entrada

viral, para conferir resisténcia a infec¢do (Maslennikova e Mazurov, 2022).

2 METODOLOGIA

Este trabalho constitui uma revisao narrativa da literatura, elaborada com o proposito de
compilar e analisar as descobertas cientificas mais atuais sobre a aplica¢do da tecnologia CRISPR-
Cas na terapia do HIV. Para a sua construcdo, foi conduzida uma busca na base de dados PubMed,
empregando-se os descritores 'CRISPR-Cas', 'HIV' e 'Treatment', combinados através dos operadores
booleanos AND e OR para otimizar a pesquisa, em conformidade com o vocabulario do Medical
Subject Headings (MeSH).

Foram estabelecidos como critérios de inclusdo artigos cientificos publicados nos ultimos
cinco anos, cujo texto completo estivesse acessivel e redigido nos idiomas inglés ou portugués, e que
abordassem diretamente a tematica central. Foram excluidos do escopo deste estudo trabalhos sem
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relevancia direta, publicacdes duplicadas, outras revisdes narrativas que ndo atendessem a um rigor
metodolégico adequado e artigos ndo indexados na base de dados consultada. A selecdo dos artigos
foi realizada em duas fases distintas: primeiramente, uma triagem baseada na andlise de titulos e
resumos e, em seguida, a leitura integral dos textos pré-selecionados para confirmagdo de sua
pertinéncia. As informagdes extraidas foram subsequentemente organizadas e sintetizadas de forma

descritiva.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicagdo da tecnologia CRISPR-Cas para o tratamento do HIV tem sido explorada por meio
de diferentes estratégias, que podem ser categorizadas em abordagens que visam o genoma viral e
aquelas que modificam o genoma do hospedeiro para conferir resisténcia a infeccdo (Maslennikova e
Mazurov, 2022).

Uma das abordagens mais diretas consiste na inativacdo ou excisdo do provirus HIV-1
integrado ao genoma do hospedeiro (Hussein et al., 2023). Para minimizar o risco de escape viral, os
alvos selecionados sdo geralmente sequéncias altamente conservadas dentro do genoma do HIV, como
as long terminal repeats (LTRs) ou os genes estruturais e regulatorios gag, pol, tat e rev (Hussein et
al., 2023; Maslennikova e Mazurov, 2022). Estudos demonstram que o uso de multiplas guias de RNA
(gRNAs) simultaneamente (abordagem multiplex) para excisar grandes segmentos do genoma viral ¢
mais eficaz do que o uso de um unico gRNA (Hussein et al., 2023). Essa estratégia demonstrou a
capacidade de eliminar o DNA proviral em linhagens celulares e at¢é mesmo em camundongos
humanizados, especialmente quando combinada com a terapia antirretroviral de longa duragdo
(LASER ART) (Herskovitz et al., 2022; Maslennikova e Mazurov, 2022).

Outra estratégia promissora foca na modificagdo de genes do hospedeiro para bloquear a
entrada viral. O alvo principal dessa abordagem ¢ o gene do correceptor de quimiocina CCRS,
utilizado pela maioria das cepas de HIV (R5-trépicas) para infectar as células (Maslennikova e
Mazurov, 2022). A inspiracdo para essa técnica vem da observacdo de que individuos com uma
mutacdo natural homozigética no gene CCRS5 (CCR5-A32) sdo resistentes a infeccdo pelo HIV
(Maslennikova e Mazurov, 2022). O sucesso dos transplantes de medula 6ssea de doadores CCR5-
A32 em pacientes como os de "Berlim" e "Londres", que levaram a remissdo do HIV, serve como
prova de conceito para essa abordagem (Herskovitz et al., 2022; Khamaikawin et al., 2024). Utilizando
o CRISPR-Cas9, pesquisadores conseguiram nocautear o gene CCRS em células-tronco
hematopoiéticas (HSPCs) e linfocitos T CD4+, conferindo-lhes resisténcia a infec¢do por cepas R5-
tropicas (Khamaikawin et al., 2024; Maslennikova e Mazurov, 2022). Uma limitagdo, no entanto, ¢ a
ineficacia contra cepas X4-tropicas, que utilizam o correceptor CXCR4 (Khamaikawin et al., 2024).
Para contornar isso, estratégias de nocaute duplo de CCRS5 e CXCR4 ou a combinacao do nocaute de
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CCRS5 com outros inibidores, como o peptideo de fusao C46, estdao sendo investigadas (Khamaikawin

et al., 2024; Maslennikova e Mazurov, 2022).

Apesar dos avangos promissores, a terapia baseada em CRISPR-Cas para o HIV enfrenta
desafios significativos. Um dos principais ¢ o escape viral, onde o mecanismo de reparo celular de
quebras de dupla fita (NHEJ) pode introduzir mutacdes no genoma viral que o tornam resistente a
futuras edi¢des pelo sistema CRISPR (Herskovitz et al., 2022; Hussein et al., 2023). Outra
preocupacao de seguranca sdo os efeitos off-farget, que consistem em clivagens ndo intencionais no
genoma do hospedeiro, com potencial para causar delegdes cromossomicas ou oncogénese (Hussein
et al., 2023). A entrega eficiente e segura dos componentes do sistema CRISPR para todas as células
do reservatorio viral também permanece um obstaculo logistico consideravel, com vetores virais como
os virus adeno-associados (AAV) e lentivirus apresentando vantagens e desvantagens em termos de
capacidade de carga e risco de integracdo (Hussein et al., 2023). Finalmente, a imunogenicidade das
proteinas Cas, de origem bacteriana, pode provocar uma resposta imune no hospedeiro,

comprometendo a eficacia da terapia (Hussein et al., 2023).

4 CONCLUSAO

A conclusdo fundamental desta revisdo ¢ que a tecnologia CRISPR-Cas representa a
abordagem mais promissora at¢é o momento para o desenvolvimento de uma cura funcional ou
esterilizante para o HIV. Ao oferecer um mecanismo para atacar diretamente o reservatorio viral
latente — a barreira intransponivel para as terapias atuais —, a edigdo genética tem o potencial de
revolucionar o tratamento da AIDS, movendo o objetivo de uma supressao vitalicia para a erradicagao
completa do virus.

As implicacdes desta pesquisa sdo profundas, fornecendo uma prova de conceito robusta para
duas frentes terapéuticas: a excisdo viral e a imunizagdo celular genética (nocaute do CCRS5). No
entanto, a conclusdo também serve como um alerta ponderado, ressaltando que a transi¢ao da pesquisa
para a pratica clinica enfrenta obstaculos criticos de seguranca e eficacia. As principais limitagdes que
impedem a aplicagdo imediata sdo os riscos de efeitos off-target, que podem ter consequéncias
oncogeénicas, e a dificuldade em garantir a entrega do sistema CRISPR a 100% das células do
reservatorio viral sem provocar uma resposta imune adversa.

Para o futuro, o artigo aponta que a pesquisa deve se concentrar intensamente na otimizagao
da seguranca e da especificidade dos sistemas CRISPR, no desenvolvimento de vetores de entrega
mais eficientes e seguros (possivelmente ndo virais) e na criacdo de estratégias combinadas para
prevenir o escape viral. A superagdo desses desafios ¢ a condigdo indispensavel para que a promessa

da cura do HIV através da edicdo genética possa se tornar uma realidade clinica segura e acessivel.
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