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RESUMO: A erradicacio do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) continua sendo um
desafio significativo na satde global. O HIV representa uma ameaga critica desde sua
descoberta, resultando em milhdes de mortes. Apesar dos avangos no tratamento e prevengio,
uma vacina segura e eficaz permanece crucial devido a alta taxa de mutagio do virus, que gera
diversas cepas. A tecnologia CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) aparece como uma ferramenta promissora para o desenvolvimento de uma vacina
eficaz contra o HIV. O objetivo deste estudo é investigar a viabilidade e efic4cia da edigdo
genética CRISPR-Casg no desenvolvimento de uma vacina inovadora contra o HIV-1. A
metodologia envolve uma revisdo de literatura abrangendo artigos em inglés e portugués, além
de livros relevantes. As bases de dados utilizadas incluem Scielo, PUBMED, Nature, AIDS
Research and Human Retroviruses, e Journal of Virology, focando nos estudos mais recentes e
relevantes. Os resultados esperados incluem uma compilagio detalhada dos mecanismos de a¢do
do CRISPR-Casg e sua aplica¢do na edicdo genética de células infectadas pelo HIV-1. A revisio
deve fornecer novas perspectivas de vacinagio utilizando a tecnologia CRISPR para inativar a

infec¢do em células imunolégicas.
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ABSTRACT: The eradication of the human immunodeficiency virus (HIV) remains a
significant global health challenge. HIV has posed a critical threat since its discovery, resulting
in millions of deaths. Despite advances in treatment and prevention, a safe and effective
vaccine remains crucial due to the high mutation rate of the virus, which generates several
strains. CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) technology
appears to be a promising tool for developing an effective vaccine against HIV. The aim of this
study is to investigate the feasibility and effectiveness of CRISPR-Casg gene editing in the
development of an innovative vaccine against HIV-1. The methodology involves a literature
review covering articles in English and Portuguese, as well as relevant books. The databases
used include Scielo, PUBMED, Nature, AIDS Research and Human Retroviruses, and Journal
of Virology, focusing on the most recent and relevant studies. The expected results include a
detailed compilation of the mechanisms of action of CRISPR-Casg and its application in gene
editing of HIV-1 infected cells. The review should provide new vaccination strategies using
CRISPR technology to inactivate infection in immune cells.

Keywords: CRISPR-Casg. HIV-1. Mutation. Vaccine.

RESUMEN: Erradicar el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) sigue siendo un
importante reto sanitario mundial. El VIH ha supuesto una amenaza critica desde su
descubrimiento, causando millones de muertes. A pesar de los avances en el tratamiento y la
prevencién, sigue siendo crucial contar con una vacuna segura y eficaz debido a la elevada tasa
de mutacién del virus, que genera varias cepas. La tecnologia CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) parece ser una herramienta prometedora para
desarrollar una vacuna eficaz contra el VIH. El objetivo de este estudio es investigar la
viabilidad y eficacia de la edicién génica CRISPR-Casg en el desarrollo de una vacuna
innovadora contra el VIH-1. La metodologia consiste en una revisién bibliogréfica que abarca
articulos en inglés y portugués, asi como libros relevantes. Las bases de datos utilizadas incluyen
Scielo, PUBMED, Nature, AIDS Research and Human Retroviruses y Journal of Virology,
centridndose en los estudios m4s recientes y relevantes. Los resultados esperados incluyen una
recopilacién detallada de los mecanismos de accién de CRISPR-Casg y su aplicacién en la
edicién genética de células infectadas por el VIH-1. La revisién deberia proporcionar nuevas
estrategias de vacunacién que utilicen la tecnologia CRISPR para inactivar la infeccién en las
células inmunitarias.

Palabras clave: CRISPR-Casg. VIH-1. Mutacién. Vacuna.
INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e a Sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), é um dos maiores desafios da sadde mundial, segundo (De Cock et al., 2023)
o HIV-1 ¢ responsével pela morte de em média 40,4 milhdes de pessoas no mundo todo e estd
presente em todos os paises. No ano de 2019 a 2022 estima-se que globalmente 33,1 milhdes - 45,7
milhdes de pessoas viviam com o HIV e 1,3 milhdes de pessoas foram recém-infectadas.
Globalmente estima-se que em 2022 haviam aproximadamente 39 milhdes de pessoas vivendo

com HIV-1, Cerca de 630 mil pessoas morreram de doencas relacionadas 3 AIDS, 29,8 milhdes
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estavam recebendo terapia antirretroviral e 85,6 milhdes foram infectadas pelo o virus HIV-1
desde de o inicio da epidemia.

Esses dados mostram o qudo importante é o esforco para a criagcio de uma nova medida
eficaz para o combate ao HIV-1, sabendo disso, cientistas de todo o mundo se empenham para
desenvolver métodos terapéuticos e vacinas que tenham real potencial de tratar ou até mesmo
eliminar o virus. Sua maior caracteristica e o principal fator que contribui para a dificuldade de
desenvolver uma vacina para combate-lo diretamente, é a sua alta taxa de mutagio e
variabilidade genética, trata-se de uma ampla variedade de cepas que sofrem mutagdes
frequentes, garantindo sua sobrevivéncia e resisténcia contra os métodos de vacinas
convencionais o que leva a necessidade de buscar e desenvolver novas maneiras cada vez mais
especificas e eficientes (Johnson et al., 2022).

O mecanismo de agio consiste, primeiramente, desde a transmissio que geralmente
acontece pela relacdo sexual desprotegida, ou pelo contato com fluidos contaminados em que o
virus entra no organismo, até a infec¢io das células de defesa, principalmente as células TCD4+.
Estas células desempenham a importante funcdo de coordenar e regular a resposta imunolégica,
como ajudar na ativacdo de linfécitos B para a producio de anticorpos, ativagdo dos linfécitos
TCDB8+ que conseguem eliminar células infectadas por virus ou células cancerigenas, além
disso, liberam citocinas que sio sinalizadores para a comunicacdo entre as células do sistema
imune e também fazem parte da resposta imune adaptativa e memdria imunoldgica, conferindo
extrema importincia para a imunidade humana (Brenna e McMichael., 2022).

Apébs uma cascata de reagdes e interagdes entre as células do hospedeiro e as particulas
virais, ocorre penetracdo nas células de defesa, o virus ir4 utilizar o maquinario celular para se
reproduzir e se multiplicar usando todas as enzimas da replicagio para criar seus componentes
virais essenciais para difundir-se pela célula infectada e por todas as células adjacentes,
realizando o mesmo processo e sofrendo varias mutacdes, muitas vezes decorrente de erros da
transcriptase reversa que é a enzima responsivel por transcrever o RNA viral para DNA,
gerando cepas com proteinas estruturais modificadas (Masenga et al.; 2023). As particulas virais
mantém-se latentes no interior das células o que dificulta na sua eliminac3o, tornando-as fontes
de reinfecgdo em decorréncia de estimulos como a queda do sistema imune (Hokello et al., 2021).

Com a evolugdo crescente da tecnologia e criacdo de métodos sofisticados e eficientes,
surgiu o sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) que na

verdade trata-se de um sistema imunolédgico bacteriano, popularmente chamado de “tesoura
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genética” pela sua caracteristica de edi¢do do DNA, cortando-o em locais especificos e
predeterminados para retirar ou adicionar sequéncias de bases especificas ao DNA alvo, como
descrito por (Hussein et al., 2023).

O sistema CRISPR foi se difundindo e foram criadas algumas variacées desta técnica
utilizando diferentes proteinas/enzimas chamadas de nucleases, cada uma com um propésito
diferente, porém com a mesma premissa de modificar e/ou substituir genes especificos. Nesse
contexto, existe o CRISPR-Casg que é a técnica mais amplamente usada na edi¢do genética
trazendo possibilidades e resultados inovadores em diversas 4reas da saide (Paul e Montoya.,
2022).

A aplicagio do sistema CRISPR-Casg como medida terapéutica e eficaz para a
eliminacdo do HIV-1 consiste, de forma direta, em inativar ou remover genes que codificam
proteinas que formam estruturas nas quais conferem ao virus suas fungdes vitais e todas as suas
capacidades de replicacdo, multiplicagdo, laténcia e variabilidade genética bem como o
mecanismo de resisténcia ao sistema imune. Por tanto, faz-se necessdrio a abordagem desta
técnica com o propdsito de elucidar e promover solugdes para eliminacio do virus
principalmente em seu estado latente (Cisneros et al., 2022).

O caso do paciente de Berlim, Timothy Ray Brown, foi um marco significativo na
histéria da pesquisa sobre o HIV. Timothy, o primeiro individuo a ser considerado curado do
HIV, possuia um quadro de leucemia quando recebeu um transplante de células-tronco
hematopoiéticas de um doador com uma mutacdo genética especifica no gene CCRs. Esta
mutacdo, conhecida como CCRs-A32, impede a expressio do receptor CCRs nas células
TCD4+, um co-receptor que o HIV utiliza para invadir as células do sistema imunolégico. A
auséncia deste receptor fez com que as novas células imunolégicas de Timothy se tornassem
resistentes ao HIV, levando 4 sua cura (Gupta et al., 2019).

No referido caso, o doador é homozigético para esta mutagio, pois possui duas cépias do
CCRs-A32 (32 pares de bases) em ambos os alelos o que leva a inativacdo deste gene e,
consequentemente, a proteina que seria o co-receptor de superficie ao qual o HIV se liga, nio
serd expressa, conferindo uma alta resisténcia ao virus. Caso o individuo possua esta mutacio
em apenas um alelo, ou seja, apenas uma cépia, este terd resisténcia parcial, serd heterozigético

e algumas de suas células ainda iram expressar a proteina que seria o co-receptor de superficie

dos linfécitos TCD4+ (JASINSKA et al., 2022).
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Ao serem transplantadas com a mutagdo homozigética ativa do CCRs-A32, as células-
tronco hematopoiéticas iram se diferenciar naturalmente em linfécitos TCD4+ sem o co-
receptor de superficie CCRs. Este foi um ocorrido natural que instigou cientistas a pesquisarem
formas de reproduzir a mesma situacdo, e aqui entra o CRISPR/Casg como a ferramenta
principal para desenvolver um método ao qual ird induzir & esta mutagdo por knock-out
(estratégia de edi¢do genética que visa o desligamento ou inativagio de um gene) de forma
controlada a fim de se obter os mesmos resultados (SCHELLER et al., 2022).

Teoricamente falando, um dos mecanismos que poderiam ser utilizados para induzir a
mutacdo homozigética controlada do gene CCRs5 seria o seguinte, as células-tronco
hematopoiéticas sdo isoladas do paciente, geralmente a partir da medula éssea ou do sangue
periférico. Em seguida, um RNA guia (gRNA) é projetado para se ligar ao gene CCRs no local
exato onde a mutagio A32 deve ser introduzida. O complexo CRISPR/Casg, que inclui o Casg
(uma enzima de corte de DNA) e o gRNA (RNA guia), é entdo introduzido nas células-tronco
hematopoiéticas. A enzima Casg utiliza o gRNA para localizar o gene CCRs e cortar o DNA
nos locais especificos. O HDR (Reparo Homélogo Direcionado) é preferencial nesta etapa pois
permite a introducdo precisa da mutagio CCRs5-A32. Quando o DNA é cortado, a célula ativa
seus mecanismos de reparo. Através do HDR, um pedaco de DNA exégeno contendo a mutagio
CCR5-A32 é introduzido na célula (XU et al., 2020).

Este DNA exdgeno serve como um "modelo"” para reparar a quebra no DNA, resultando
na incorporagio precisa da mutacio desejada. Para induzir o HDR, os pesquisadores podem
fornecer moléculas de DNA de reparo que contenham a mutagio CCRs5-A32. A presenga dessas
moléculas aumenta a probabilidade de que o mecanismo de reparo da célula utilize este modelo
ao invés de simplesmente juntar as extremidades cortadas (reparo nio-homélogo de
extremidades - NHE]). Apés a edicdo genética, as células que foram corretamente editadas e
contém a mutac¢do A32 sio selecionadas. Isso pode ser feito usando técnicas como a triagem por
fluorescéncia ativada por citocinas (FACS). As células mutantes sio entdo cultivadas em
laboratério para aumentar sua quantidade antes de serem transplantadas de volta para o paciente
(SAIFULLAH et al., 2024)

Para integrar este processo em uma vacina vidvel, um vetor viral, como um virus adeno-
associado, pode ser usado para entregar o CRISPR/Casg e o DNA de doador diretamente as
células TCD4+ do paciente. O vetor é administrado ao paciente, onde ele infecta as células

TCDg4+ e introduz o CRISPR/Casg e o DNA do doador. As células TCD4+ infectadas sio
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editadas in vivo, introduzindo a mutacdo A32 e tornando-as resistentes ao HIV. O paciente é
entdo monitorado para garantir que a edi¢io foi bem-sucedida e que as células TCD4+ editadas

estio funcionando corretamente (GURROLA et al., 2024).

METODOS

A presente pesquisa trata-se de uma revisdo de literatura integrativa onde serdo reunidos
informacdes sobre o tema, utilizando como base pesquisas anteriores relacionadas ao assunto,
conferindo maior credibilidade. A revisdo integrativa da literatura é sintetizada através de seis
fases que sdo: 1- Construcdo do tema, hipSteses e pergunta norteadora; 2- Estabelecer os critérios
de inclusdo e exclusdo da pesquisa a ser estudada; 3- Selecdo das bases de dados e atribuigio aos
estudos; 4- Verificagdo dos estudos incluidos na revisio; 5- Interpretacdo dos resultados das
pesquisas; 6- Apresentagio da revisdo com a sintese de conhecimentos (MENDES et al., 2008).

Neste projeto, serdo utilizados os descritores: “CRISPR-Casg”, “vacinas contra HIV”,
“terapia genética”, “imunologia do HIV” e “desenvolvimento de vacinas” para buscas em bases
de dados como: Scielo (Scientif Electronic Library Online), PUBMED (Natural Library of
Medicine), BVS (Biblioteca Nacional em Satde), Nature, AIDS Research and Human
Retroviruses, Journal of Virology, Bem como sites especificos como o UNAIDS que oferece
dados epidemiolégicos do HIV.

Os critérios de inclusdo para a pesquisa sdo: Artigos publicados em até 5 anos (2019 a
2024) para manter a relevincia na atualidade, artigos em portugués e inglés, considerar artigos
que descrevem ensaios clinicos e pré-clinicos e incluir artigos que descrevem o uso do CRISPR-
Casg no desenvolvimento de vacinas. Critérios de exclusdo: Desconsiderar artigos que nio
condizem com a temitica abordada, descartar estudos sem uma metodologia clara, ignorar
publicacdes anteriores a 5 anos.

Pergunta norteadora utilizada para a pesquisa: Como o sistema CRISPR/Casg pode
contribuir para novas terapias e vacinas eficazes contra o HIV-1, considerando a alta taxa de

mutacio e variabilidade genética do virus?

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados deste estudo mostram que as estratégias de CRISPR-Casg no combate ao
HIV-1 apresentaram diferentes niveis de eficicia, conforme evidenciado pelas anélises das trés

abordagens principais: knock-out (Inativagio ou Desligamento) do gene CCRs, sendo esta a
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estratégia abordada na presente pesquisa, knock-in (Inser¢cio ou Modificacdo) de genes
terapéuticos, e excisio do DNA proviral.

Além disso, os estudos revisados na Tabela 1 complementam esses resultados. A revisido
de (Hussein et al., 2023) indicou que o CRISPR-Casg tem grande potencial terapéutico, mas
também apontou desafios significativos, como a precisdo da edi¢do e a ocorréncia de efeitos off-
target. (Cisneros et al., 2022) mostraram que a inativagio do CCRs resultou em resisténcia
significativa ao HIV, mas ressaltaram a necessidade de validagio em modelos clinicos.
(Saifullah et al., 2024) observaram que a mutagio CCRs5-A32 gerou resisténcia ao HIV em
modelos celulares, mas que mais ensaios clinicos sdo necessirios para confirmar a eficicia dessa
abordagem. (Scheller et al., 2022) destacaram a efic4cia da introdugio de genes terapéuticos, mas
apontaram que a aplicabilidade clinica ainda precisa ser otimizada.

Adicionalmente, (Davies et al., 2024) revisaram o progresso de ensaios clinicos com
CRISPR-Casg e constataram avangos significativos, mas ainda ressaltaram os desafios na
aplicacdo clinica dessa tecnologia. (Li et al., 2024) testaram a eficicia do CRISPR-Casg na
eliminacdo completa do HIV em culturas de células humanas, demonstrando que é possivel
remover totalmente o virus, oferecendo esperanca para uma possivel cura. Por fim, (Bhowmik
et al., 2022) exploraram o uso de CRISPR-Casg na criagio de vacinas contra o HIV,
apresentando resultados promissores tanto in vitro quanto in vivo, mas destacaram que mais
pesquisas sdo necessirias para desenvolver uma vacina eficaz.

A inativacdo do gene CCRs por meio da técnica de knock-out resultou em uma reducio
de 85% na entrada viral nas células T CD4+, conforme descrito na Tabela 2. Essa abordagem
demonstrou um efeito considerdvel na resisténcia das células ao HI'V, mas apresentou uma taxa
de efeito off-target de 59%. Essa taxa reflete a necessidade de maior precisio na edig¢do genética
para garantir que apenas o gene CCRs seja afetado, sem alterar outros genes importantes para
o funcionamento celular (Tabela 2).

A técnica de knock-in de genes terapéuticos, que visa introduzir proteinas inibidoras do
HIV por meio da edi¢io do gene CCR5/CXCR4, mostrou uma eficicia de 789, com um efeito
off-target reduzido de 306, conforme também ilustrado na Tabela 2. Esta estratégia representa
uma alternativa interessante para aumentar a resisténcia das células ao HIV, inserindo genes
que codificam proteinas que impedem a replicagio viral. J4 a excisio do DNA proviral, que visa
remover o HIV integrado no genoma das células, obteve uma eficicia de 70%, com um baixo

efeito off-target de 200, conforme mostrado na Tabela 2. Essa abordagem tem como objetivo
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eliminar o HIV latente nas células hospedeiras, mas ainda enfrenta desafios relacionados a

dificuldade de alcangar todas as células infectadas, especialmente aquelas no estado latente.

Esses resultados reforcam a viabilidade do CRISPR-Cas9 como uma ferramenta
poderosa no tratamento do HIV, mas também indicam que ainda h4 desafios a serem superados,

como a necessidade de maior precisio na edig¢io genética e a dificuldade de alcancar todas as

células infectadas no corpo humano

Tabela 1 - Estudos Relevantes sobre o Uso de CRISPR-Casg no Combate ao HIV -1

Autord Anoe

Husseim &t al

{zoaz)

Cisneros et al.

{zoaz)

Seitfullab er al.
{zoay)

Scheller et al

{zmaz)
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gene CEES com
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resisrdnoie ao

HIY

Avaliar a
muregic CCRs-
Ayzem cflulas
T cam
CRISPE-Casn
pafa restsrdncia
ao FIIW
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rerapduticos em
cdlulazs T
modificadas por
CRISPR-Casg
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humanas ¢
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ViLFD

Condura
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no gene CCRy &
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DA wiral

Edigio do gene
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CRISPE-Casn

larredugie da
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T por CRISPE

larredugho de
genes
rerapéuricos

para combarer a

replcagio do
HIY

MMérodas

Avaliativos

Avaliagio de
eficicia de
CRIZPE em
diferentes
moadelos

celulares

Medigio da
resisrdncis ao
HIY apds a
edigio gendérica

Anklizse da
reslsrdneie ao
HIV e cdlulas

T modificadas

Avaliagio da
reslsrdnoia ¢
fumgio das
cdlulas T

modificadas

Conclesies

Maosrron grande
potendial, mas
bid desafios
qUanie &
precisio &
efeitos off-

TArger
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reslsrdncie
stgnificariva ao
HIY, mas enais
eatudos sha

siecessirdcs

Diemonstrou
reslsrdncie ao
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climicoes sio
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Autor/ Ano

Davies et al.

(2024)

Li et al. (2024)

Bhowmik et al.

(2022)
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Revisar o
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de CRISPR-
Casgg para
doengas
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completa do
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de CRISPR-
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HIV

Amostra

Revisio de
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humanas

Estudos in vitre

€ In vivo

Conduta
Utilizada
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Fonte: Adaptado de Hussein et al, 2023, Cisneros et al,, z022; Saifullah ez al, 2024; Scheller et al, 202z; Davies et al,,

zo24; Li et al., z024; Bhowmik et al,, zo22.
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Tabela 2 - Estratégias de CRISPR-Casg no Combate ao HIV-1

Estratégia de |Gene Alvo " Resultado "Eficiéncia (o) | Efeito Off-
Edicio target (96)
Knock-out de| CCRs Reducio de [85% 5%
CCRs entrada viral em European Review
células T
Frontiers
Knock-in de genes| CCRs/CXCR4 Expressio de|78% 3%
terapéuticos proteinas Oxford
inibidoras do HIV Academic
Excisio do DNA |HIV LTR Inativacdo do|70% 2%
Proviral HIV em células Frontiers
infectadas

Fonte: Adaptado de Saifullah et al., 2024, Scheller et al., 2022, Xu et al., 2020.
CONSIDERACOES FINAIS

A revisio do uso do CRISPR-Casg no desenvolvimento de vacinas contra o HIV-1
aponta para um futuro promissor no combate a essa infecgio crénica e potencialmente letal. A
capacidade de editar genes de forma especifica, particularmente a mutacio do gene CCRg,
representa um avango significativo no campo da terapia e engenharia genética. No entanto,
embora as aplicacdes do CRISPR oferecam esperanga, especialmente ao visar a resisténcia ao
HIV, muitos obsticulos técnicos e éticos precisam ser superados antes que essa tecnologia possa
ser amplamente aplicada. Os resultados obtidos até o momento sdo encorajadores, mas ainda se
encontram em estdgios iniciais, necessitando de mais pesquisas e ensaios clinicos para garantir
a seguranca e eficicia a longo prazo.

Sendo assim, embora seja vidvel acreditar que 0 CRISPR-Casg possa eventualmente se
tornar uma ferramenta fundamental no combate ao HIV-1, ainda h4 um caminho a ser

percorrido para o desenvolvimento de uma vacina verdadeiramente eficaz e segura.
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