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Como o HIV Resiste as Terapias Génicas Baseadas em Edicao do Genoma (CRISPR-Cas9)

RESUMO: O virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) permanece como um
dos maiores desafios da biomedicina moderna devido a sua capacidade de persistir
em reservatorios celulares e de desenvolver resisténcia a diferentes estratégias
terapéuticas. A tecnologia CRISPR-Cas9, ao permitir a clivagem especifica do DNA
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proviral integrado, surgiu como uma abordagem promissora para a eliminagdo do HIV.
Contudo, a elevada taxa de mutacdo e a plasticidade adaptativa do virus possibilitam o
surgimento de mecanismos de escape, que comprometem a eficacia dessa ferramenta.
Nesta revisdo narrativa, foram analisadas as evidéncias atuais sobre os processos
de resisténcia do HIV ao CRISPR-Cas9, incluindo mutacdes nos sitios-alvo, reparo
impreciso por NHEJ, selecdo de variantes de quasispecies, variabilidade intersubtipo
e manutencado de reservatorios latentes. Também foram discutidas estratégias de
contorno, como o uso de multiplos sgRNAs, o direcionamento a regides altamente
conservadas, a combinacdo com terapia antirretroviral, a exploracdo de nucleases
alternativas e a otimizacdo dos sistemas de entrega. Conclui-se que, embora o HIV
apresente diversas rotas adaptativas de escape, avancos tecnoldgicos e terapéuticos
integrados podem ampliar a eficacia do CRISPR-Cas9, aproximando a comunidade
cientifica do objetivo de uma cura funcional ou esterilizante da infeccéo.

PALAVRAS-CHAVE: HIV; CRISPR-Cas9; resisténcia viral; escape viral; edicdo gendmica.

INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) permanece como um dos
maiores desafios biomédicos globais, mesmo apds mais de quatro décadas de
intensa investigacdo cientifica. Os avancos na terapia antirretroviral combinada
(TARV) transformaram a infeccdo por HIV em uma condicdo cronica controlavel,
mas a eliminacao definitiva do virus continua fora do alcance devido a formacao de
reservatdrios virais latentes em células do sistema imune, principalmente linfdcitos T
CD4* de memdria (Ghosh, 2023). Diante dessa limitacdo, novas estratégias curativas
tém sido exploradas, entre elas a aplicacdo do sistema CRISPR-Cas9, uma ferramenta
de edicdo gendmica capaz de reconhecer e clivar sequéncias especificas de DNA
viral integrado (Vosoo et al., 2025).

Em modelos experimentais, a utilizacdo de nucleases CRISPR-Cas9 guiadas
por RNA (sgRNA) mostrou-se capaz de remover ou inativar fragmentos essenciais
do genoma do HIV, reduzindo significativamente a replicacdo viral e prevenindo
a reativagao dos reservatdrios. Essa abordagem abriu perspectivas inéditas para
terapias funcionais e até curativas, baseadas ndo apenas no bloqueio da replicacao,
mas na eliminagdo direta do provirus integrado (Zubair et al., 2025).

Contudo, resultados subsequentes revelaram um obstdculo importante: a alta
plasticidade genética do HIV permite o surgimento de mutagdes que conferem escape
viral frente ao ataque do CRISPR-Cas9 (Lebbink et al., 2017). Esse fenGmeno ocorre
porque o virus, caracterizado por uma taxa de mutagdo extremamente elevada,
pode adquirir alteragdes nos sitios de reconhecimento do sgRNA ou aproveitar
mecanismos de reparo celular (como o Non-Homologous End Joining, NHEJ) para
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introduzir indels que impedem a clivagem subsequente (Das; Binda; Berkhout,
2019). Além disso, a presenca de multiplas variantes quasispecies e a integracdo
do provirus em diferentes regiées gendmicas aumentam ainda mais a resiliéncia
do HIV frente a edicao genética (Borrajo, 2025).

Assim, compreender como o HIV desenvolve resisténcia ao CRISPR-Cas9 nao
é apenas um exercicio tedrico, mas uma etapa crucial para o avango de terapias
baseadas em edicdo gendmica. A identificacdo dos mecanismos moleculares de
escape pode orientar o desenvolvimento de estratégias combinatdrias, como o
uso de multiplos sgRNAs, o direcionamento a regides altamente conservadas e
a integracdo com TARV, de modo a reduzir as chances de selecdo de variantes
resistentes (Cisneros; Cornish; Hultquist, 2022).

O presente artigo de revisdo narrativa tem como objetivo explorar, de forma
critica e abrangente, os mecanismos pelos quais o HIV consegue escapar da agdo
do CRISPR-Cas9, analisando as evidéncias experimentais disponiveis e discutindo
potenciais caminhos para superar essas barreiras no futuro.

METODOLOGIA

Este trabalho caracteriza-se como uma revisdo narrativa da literatura, voltada a
reunir, analisar criticamente e discutir as evidéncias disponiveis sobre os mecanismos
de escape do HIV frente ao sistema de edicdo gendmica CRISPR-Cas9. Diferentemente
das revisdes sistematicas, que seguem protocolos de selecdo altamente padronizados,
a revisdo narrativa permite maior flexibilidade na incorporacdo de diferentes tipos
de publicacdes, incluindo artigos originais, revisdes, estudos pré-clinicos e relatos
conceituais, possibilitando uma compreensdo mais ampla e contextualizada do tema.

Foram consultadas bases de dados académicas amplamente reconhecidas,
incluindo PubMed, Scopus e Web of Science, publicados entre 2020 e 2025, utilizando
combinagdes dos seguintes descritores em inglés: “HIV”, “CRISPR-Cas9’, “viral escape’,
“resistance’; “genome editing’, “provirus’, “multiplex guide RNA” e “latency”. Termos
equivalentes em portugués foram também aplicados para identificar publicacdes

nacionais e regionais.

Incluiu-se artigos que tratassem especificamente da interacdo entre CRISPR-
Cas9 e o HIV, com foco nos mecanismos moleculares de escape viral, bem como
estratégias de mitigacdo desse fendmeno. Excluiram-se estudos que abordassem
exclusivamente a edicdo de correceptores celulares (como CCR5 e CXCR4) sem
analise direta dos mecanismos de resisténcia viral, bem como artigos de opinido
sem fundamentagdo experimental ou revisdo critica consistente.
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A analise dos textos selecionados foi realizada em trés etapas. Primeiramente,
procedeu-se a leitura exploratdria dos titulos, resumos e palavras-chave, a fim de
verificar a pertinéncia do conteldo. Em seguida, efetuou-se a leitura integral das
publicacdes elegiveis, com extragdo das principais informagdes referentes a mutacoes
no sitio-alvo, diversidade de quasispecies, reparo impreciso por NHEJ, variabilidade
intersubtipo, integracdo em reservatorios latentes e estratégias de contorno. Por
fim, os dados foram organizados de maneira descritiva e comparativa, permitindo
a identificacdo de convergéncias, divergéncias e lacunas no conhecimento atual.

A redacdo seguiu uma estrutura cldssica de revisdo narrativa, iniciando-se pela
introducdo e contextualizacdo do problema, seguida da discussdo dos mecanismos de
escape, analise das estratégias propostas na literatura para supera-los, e consideragdes
finais sobre implicagdes clinicas e perspectivas futuras. O rigor metodoldgico foi
garantido pela busca em multiplas bases de dados, pelo uso de palavras-chave
variadas, pelainclusdo de artigos de diferentes naturezas (experimentais e revisdes)
e pela andlise critica da qualidade e relevancia de cada estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

MECANISMOS DE ESCAPE VIRAL

A eficacia terapéutica do CRISPR-Cas9 contra o HIV-1 depende diretamente da
habilidade do complexo Cas9-sgRNA em reconhecer e clivar sequéncias especificas
do DNA proviral integrado no genoma da célula hospedeira. No entanto, a elevada
taxa de mutagdo do HIV, aliada a sua plasticidade adaptativa, confere ao virus a
capacidade de escapar a pressao seletiva exercida por essa tecnologia. A seguir,
descrevem-se os principais mecanismos identificados experimentalmente (Borrajo,
2025).

O mecanismo mais frequente de escape ocorre por mutacdes pontuais, insercdes
ou delecdes (indels) no local de ligacdo do sgRNA. O HIV apresenta uma taxa de
erro de transcricio de 3 x 107 por nucleotideo, resultante da baixa fidelidade
da transcriptase reversa. Essas alteracdes podem afetar regides criticas, como a
sequéncia de seed (10-12 nucleotideos iniciais) e a sequéncia adjacente ao motivo
PAM (Protospacer Adjacent Motif). Estudos mostraram que uma Unica substituicdo
de nucleotideo pode abolir a ligacdo do sgRNA e impedir a clivagem pela Cas9,
resultando em virus resistentes que continuam replicando-se eficientemente. Esse
fendmeno foi confirmado em culturas celulares onde o HIV rapidamente adquiriu
mutacgoes protetoras apds ciclos de replicacdo sob pressdo seletiva do CRISPR
(Kostyushev et al., 2019; Riesenberg et al., 2022).
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O HIV circula em cada individuo como um conjunto de variantes genéticas
denominadas quasispecies, produto da alta taxa de mutacao e recombinacdo durante
a replicagao viral. Quando o CRISPR-Cas9 é direcionado contra uma sequéncia
especifica, variantes pré-existentes que possuem mutacdes parciais nesse alvo sdo
selecionadas positivamente, passando a dominar a populacdo viral. Esse processo
é andlogo ao escape observado frente a farmacos antirretrovirais e ilustra como a
pressdo seletiva de uma Unica intervencdo pode ndo ser suficiente para controlar
o virus (Okoli et al.,, 2018).

Ap0ds a clivagem do DNA proviral pela Cas9, a célula hospedeira utiliza o
mecanismo de reparo Non-Homologous End Joining (NHEJ) para religar a fita
dupla quebrada. Esse processo é notoriamente propenso a erros, gerando pequenas
insercdes ou delecdes que, em vez de inativar o virus, podem modificar o sitio de
reconhecimento do sgRNA de modo a impedir novos cortes. Em alguns casos,
esse reparo resulta em um provirus funcional, mas resistente a acdo da Cas. Assim,
paradoxalmente, a tentativa de erradicar o HIV pode favorecer a emergéncia de
variantes mais resistentes (Das; Binda; Berkhout, 2019).

A diversidade genética do HIV-1 é também observada em nivel intersubtipo,
com diferencas significativas entre os subtipos A, B, C e outros grupos circulantes.
Como o design de sgRNAs geralmente é baseado em sequéncias de referéncia de
determinados subtipos (frequentemente o subtipo B, mais estudado em paises
ocidentais), guias projetados podem nao ter eficiéncia equivalente contra outras
variantes predominantes em diferentes regides geograficas. Essa variabilidade
intersubtipo reduz a aplicabilidade universal do CRISPR-Cas9 e abre espaco para
escape em populacdes infectadas por subtipos divergentes (Bhowmik; Chaubey,
2022).

O HIV integra seu DNA em multiplos sitios do genoma do hospedeiro,
estabelecendo reservatdrios latentes principalmente em linfécitos T de memdria.
Essa integracdo multipla significa que diferentes cdpias provirais coexistem em
um mesmo individuo, e nem todas sdo igualmente acessiveis ou suscetiveis ao
ataque do CRISPR-Cas9. Mesmo que parte dessas copias seja inativada, outras
podem permanecer intactas, garantindo a persisténcia da infeccdo e funcionando
como fontes de reinfeccdo apds interrupcao da terapia. Esse mecanismo reforca a
dificuldade de alcancar a cura esterilizante apenas com a edicdo gendmica (Magro;
Calistri; Parolin, 2022).

Na prética, o escape do HIV frente ao CRISPR-Cas9 ocorre por uma combinacdo
dos mecanismos descritos: mutagénese direta, selecdo de variantes pré-existentes,
reparo celularimpreciso e heterogeneidade viral. Essa rede de estratégias adaptativas
reflete a robustez evolutiva do HIV e explica porque abordagens de edicdo com
alvos unicos tendem a falhar a médio prazo (Saifullah et al., 2024).
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ESTRATEGIAS DE CONTORNO

A elevada plasticidade genética do HIV e sua capacidade de desenvolver
resisténcia frente ao CRISPR-Cas9 exigem o desenvolvimento de abordagens mais
sofisticadas para reduzir a probabilidade de escape viral. Uma das principais estratégias
propostas € o uso de multiplos RNAs guias simultaneamente, configurando um ataque
multiplexado. Essa abordagem tem demonstrado bons resultados em estudos in vitro,
pois forca o virus a acumular diversas muta¢des em diferentes regides do genoma
de maneira concomitante, algo altamente improvavel em funcéo das restricoes
funcionais impostas ao préprio ciclo replicativo. Outra alternativa importante é o
direcionamento da edicdo para regides altamente conservadas do genoma viral,
como os long terminal repeats (LTRs) e genes estruturais e regulatérios essenciais,
entre eles tat, rev e gag. Essas regides apresentam baixa tolerancia a mutacdes, de
modo que alteracdes nelas tendem a comprometer a replicagdo viral, limitando as
possibilidades de escape (Sandhu et al., 2025).

O CRISPR-Cas9 também pode ser mais eficaz quando combinado com a terapia
antirretroviral combinada (TARV). Nessa configuracdo, os farmacos reduzem a
replicacdo ativa do virus e, consequentemente, a chance de surgimento de mutacoes
de resisténcia, enquanto a edicdo gendmica atua sobre os provirus ja integrados
e latentes. Evidéncias experimentais indicam que a associacdo sequencial de
antirretrovirais de acdo prolongada, como a LASER-ART, com CRISPR-Cas9 conseguiu
reduzir de forma significativa os reservatérios virais em modelos animais, eliminando
inclusive a infeccdo em alguns individuos humanizados (Gendelman; Khalili, 2019;
Gurrola et al., 2024).

Além do uso combinado com a TARYV, a exploracdo de nucleases alternativas
tem recebido atencdo crescente. Enzimas como Cas12a (Cpf1), que reconhece
motivos PAM distintos e gera quebras com extremidades coesivas, ou Cas13, que
atua diretamente sobre o RNA viral degradando transcritos essenciais, ampliam
o leque de possibilidades terapéuticas. Variantes menores de Cas9, derivadas de
diferentes espécies bacterianas, também oferecem vantagens na vetorizacdo e
podem reconhecer regides adicionais do genoma viral. A eficacia dessas abordagens,
contudo, depende de sistemas de entrega eficientes que atinjam reservatorios de
dificil acesso, como os tecidos linfaticos e o sistema nervoso central. Nesse sentido,
vetores adeno-associados (AAV), nanoparticulas lipidicas e exossomos modificados
tém sido avaliados como ferramentas de transporte mais precisas e seguras (Zhang
etal., 2025).

Ha uma tendéncia crescente em considerar o monitoramento genémico em
tempo real como parte essencial das futuras aplicacdes clinicas. Essa estratégia
permitiria identificar precocemente mutacdes de escape e adaptar dinamicamente
o design dos RNAs guias, de forma semelhante ao processo de atualizagdo continua
das vacinas contra virus sazonais. O enfrentamento da resisténcia do HIV ao CRISPR-
Cas9 ndo dependera apenas do aprimoramento de nucleases ou do desenho de
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guias mais eficientes, mas da integracdo de multiplas solu¢des complementares,
combinando edicdo multiplexada, alvos conservados, terapias combinadas e vigilancia
adaptativa em longo prazo (Liao et al., 2025).

CONCLUSAO

O uso do CRISPR-Cas9 como estratégia terapéutica contra o HIV representa um
avanco notdvel no campo da edicdo gendmica aplicada a infec¢bes virais cronicas.
Estudos experimentais demonstraram que a tecnologia é capaz de inativar ou remover
sequéncias provirais integradas, reduzindo a replicacdo viral e oferecendo perspectivas
reais para intervencdes curativas. No entanto, a elevada plasticidade genética do
HIV impde barreiras significativas, sobretudo pela ocorréncia de mutac¢des no sitio-
alvo, reparo impreciso mediado por NHEJ, selecdo de variantes de quasispecies,
variabilidade intersubtipo e manutencao de reservatorios latentes. Esses mecanismos
de escape, jad amplamente documentados, reiteram a resiliéncia adaptativa do virus
e a dificuldade histdrica de sua erradicagao.

As estratégias propostas na literatura apontam para a necessidade de uma
abordagem multimodal e integrada, que combine multiplos sgRNAs direcionados a
regides altamente conservadas, utilize variantes alternativas da familia CRISPR (como
Cas12 e Cas13), explore métodos otimizados de entrega a reservatdrios inacessiveis
e se associe de forma sinérgica a terapia antirretroviral combinada (TARV). Ensaios
pré-clinicos, como aqueles que combinaram LASER-ART e CRISPR-Cas9, ja indicam o
potencial dessa integracdo em reduzir significativamente a carga viral e até alcancar
a eliminacdo completa do provirus em modelos animais.

Apesar dos avancos, diversos desafios permanecem, incluindo a necessidade de
seguranca a longo prazo, a prevencao de efeitos off-target, a viabilidade da entrega
sistémica em humanos e a adaptacdo continua do sistema frente as mutac¢des
emergentes do HIV. O futuro da aplicacdo clinica dependerd, portanto, da capacidade
da comunidade cientifica em desenvolver terapias de edicdo gendmica dinamicas,
adaptativas e combinatdrias, capazes de superar a rapida evolucao viral.

Em sintese, embora o HIV tenha demonstrado multiplas formas de escapar ao
CRISPR-Cas9, a propria evolucdo da tecnologia, aliada ao conhecimento crescente
sobre os mecanismos de resisténcia, abre espaco para o desenho de estratégias cada
vez mais precisas e resilientes. A transicdo desse conhecimento para a pratica clinica
exigird ndo apenas inovacdo tecnoldgica, mas também rigor ético, monitoramento
genético em tempo real e integracdo com abordagens terapéuticas ja consolidadas.
Nesse cenario, a edicdo gendmica ndo deve ser vista como substituto da TARV, mas
como uma ferramenta complementar capaz de aproximar a ciéncia da tdo almejada
cura funcional ou esterilizante da infeccdo pelo HIV.
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