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RESUMO

Descoberta em 1996, a mutacao do gene CCR5 se mostrou capaz de conferir
resisténcia a infeccao pelo HIV da populacao. Isso levou a uma intensa pesquisa
Nna tentativa de utilizar essa descoberta como base para uma terapia curativa
para o HIV, tendo em vista que a maioria das células infectadas pelo virus HIV
expressam o receptor CCR5 em sua superficie. Nesse sentido, este artigo
cientifico de revisao sistematica busca analisar os estudos disponiveis que
investigaram o uso de terapias baseadas na destruicdao ou bloqueio do receptor
CCR5 como uma possivel cura para o HIV. A descoberta do papel do gene CCR5
e do efeito protetor da mutacao despertam um crescente interesse pelo papel
terapéutico que o possivel bloqueio ou nocaute génico de CCR5 possa
desempenhar na atenuacao, progressao e até mesmo na cura da infeccao

causada pelo HIV.
Palavras Chave: HIV, CCR5, mutacao, receptores.

ABSTRACT


https://revistaft.com.br/category/area/ciencias-da-saude/
https://revistaft.com.br/category/edicao121/
https://revistaft.com.br/
https://revistaft.com.br/

Discovered in 1996, the CCR5 gene mutation proved capable of conferring
resistance to HIV infection in the population. This led to intense research in an
attempt to use this discovery as the basis for a curative therapy for HIV, given that
most cells infected by the HIV virus express the CCR5 receptor on their surface. In
this sense, this scientific article of systematic review seeks to analyze the
available studies that investigated the use of therapies based on the destruction
or blocking of the CCR5 receptor as a possible cure for HIV. The discovery of the
role of the CCR5 gene and the protective effect of the mutation aroused a
growing interest in the therapeutic role that the possible blockade or gene
knockout of CCR5 could play in the attenuation, progression and even in the cure

of the infection caused by HIV.
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INTRODUCAO

O HIV é uma doenca infecciosa causada pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo. Desde sua descoberta, em
meados da década de 1980, o HIV se tornou uma das principais ameacas a saude
publica global, causando milhdes de mortes e comprometendo o bem-estar de
milhdes de pessoas. Embora a terapia antirretroviral (TARV) tenha transformado o
tratamento do HIV, permitindo que as pessoas que vivem com 0O Virus possam
levar vidas mais longas e saudaveis, ainda nao ha cura para a doenca. Por esse
motivo, a pesquisa em busca de uma cura para o HIV continua sendo uma

prioridade para a comunidade cientifica (COHEN, 2004).

Em 1996, foi descoberta uma mutacao no gene CCR5 que se mostrou capaz de
conferir resisténcia a infeccao pelo HIV em cerca de 1% da populacao europeia. A
mutacao CCR5-A32 elimina completamente a expressao do receptor CCR5, que é
usado pelo HIV para entrar nas células humanas. Isso levou a uma intensa
pesquisa na tentativa de utilizar essa descoberta como base para uma terapia
curativa para o HIV, tendo em vista que a maioria das células infectadas pelo

virus HIV expressam o receptor CCR5 em sua superficie (GOLDANI, 2008).



Desde entao, diversos estudos foram conduzidos para investigar a possibilidade
de utilizar terapias baseadas na destruicao ou bloqueio do receptor CCR5 como
uma possivel cura para o HIV. Essas abordagens terapéuticas visam impedir a

entrada do HIV nas células humanas, privando o virus de um dos seus principais

alvos.

Este artigo cientifico de revisao sistematica tem como objetivo analisar os
estudos disponiveis que investigaram o uso de terapias baseadas na destruicao
ou bloqueio do receptor CCR5 como uma possivel cura para o HIV. Serao
examinados os resultados desses estudos, bem como as limitacdes e desafios

associados a essas abordagens terapéuticas.

Em suma, esta revisao sistematica fornecera uma analise abrangente dos
estudos disponiveis sobre o uso de terapias baseadas na destruicao ou bloqueio
do receptor CCR5 como uma possivel cura para o HIV. Embora a descoberta da
mutacao CCR5-A32 tenha levado a esperanca de que a destruicao do receptor
CCRS5 pudesse ser a chave para a cura do HIV, ainda ha muito a ser entendido
sobre as implicacdes clinicas e os possiveis efeitos colaterais dessas abordagens

terapéuticas.

2. METODOLOGIA

Trata-se de uma revisao sistematica de literatura direcionada para estudos
brasileiros e internacionais que abordam a mutacao no receptor CCR5 e a
resisténcia ao HIV e sera guiada pela questao de pesquisa: “sera que a destruicao
desses receptores é a cura para essa doenca?”. O estudo obedecera aos seguintes
critérios de inclusao: estudos que abordem a mutacao no receptor CCR5 e a

resisténcia ao HIV, que permitam acesso aos textos completos.

2.1 Procedimento de coleta e andlise dos dados

A coleta de dados ira se constituir a partir de estudos publicados em base de
dados eletrénicas: Lilacs (Literatura Latino-americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude), Web of Science, nos portais CAPES e BVS (Biblioteca Virtual em Saude) e

na biblioteca PubMed (National Library of Medicine), e ocorrera com busca ativa



iniciada em marco de 2023 com o auxilio dos seguintes descritores: "Mutacao no
receptor CCR5", “Resisténcia ao HIV", “CCR5 e a cura para o HIV". Um instrumento
de coleta de dados do tipo formulario sera desenvolvido, o qual contera os
seguintes itens: Ano de publicacao, autores, principais resultados e conclusao,
visando a extracao e organizacao de informacdes necessarias para que se possa

alcancar os objetivos propostos para essa pesquisa.

Posterior a busca eletrénica sera avaliado se os titulos dos estudos se adequam
aos objetivos do projeto, apds, sera feita a leitura dos resumos para que por
conseguinte seja feita a leitura dos artigos na integra. Os estudos passarao por
uma avaliacao de qualidade metodologica através da escala Assessment of
Multiple Systematic Reviews (AMSTAR), instrumento que busca evidéncias de
validade e confiabilidade de determinadas pesquisas. Os artigos que atenderem
aos critérios de elegibilidade, irao compor um quadro de origem autoral que

evidenciara os resultados e sua confiabilidade.

3.RESULTADOS

Foram encontrados 45 artigos com o tema pesquisado, sendo que, apos 0s
critérios de inclusao e exclusao de duplicatas, restaram 07 artigos que foram

utilizados no presente trabalho.

Figura 1- Selecao dos artigos. Sao Paulo, 2023.



Aplicada a estrategia de busca:
(*Mutagao no receptor CCR5”, “Resisténcia ao HIV”, 45 artigos
“CCRS5 ¢ a cura para o HIV™)
Aplicados critérios de inclusao:
artigos primarios;
+ ‘ ) 40 artigos
artigos nos idiomas portugués, espanhol e inglés;
artigos disponiveis eletronicamente na integra.
Excluido duplicatas (12 artigos). 32 artigos
Analisada a adesdo dos artigos ao problema de
pesquisa, por meio da leitura de titulos e resumos. 08 artigos

4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 Virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (hiv-1)

Existem duas variantes do HIV, o HIV-1 e o HIV-2. O HIV-1 € mais prevalente e
patogénico, sendo responsavel pela vasta pandemia global. Estudos
filogenéticos e epidemioldgicos sugerem que o HIV-1 possivelmente evoluiu a
partir do virus da imunodeficiéncia simia (SIVcpz) do chimpanzé, com o qual esta
intimamente relacionado. A transmissao do virus entre espécies provavelmente
ocorreu por meio do contato humano com primatas, especificamente no
contexto da caca, quando humanos consumiam a carne de chimpanzé

contaminada com o virus (COHEN, 2004).



O HIV € um retrovirus que pertence a familia Lentiviridae, com um genoma de 9
kb que contém nove genes que codificam quinze proteinas. Estruturalmente, o
HIV é composto por um envelope externo, que contém as glicoproteinas de
superficie gpl20 e gp4l, além de uma camada interna que contém uma
membrana lipidica, uma matriz proteica e um capsideo conico que envolve dois
filamentos simples de RNA, ligados a proteinas que formam o nucleocapsideo. O
virus também contém trés enzimas essenciais para a transcri¢cao e replicacao

viral: transcriptase reversa, protease e integrase (SANTOS. 2020).

O envelope do HIV é formado por uma bicamada lipidica derivada da membrana
da célula hospedeira e € composto por glicoproteinas de superficie gpl120, que
estao ancoradas ao virus por meio de interacdes com a glicoproteina
transmembrana gp4l. As enzimas integrase, protease e transcriptase reversa sao
componentes internos essenciais para a transcricao e replicacao viral. O HIV € um
virus de RNA e seu material genético esta envolvido por uma estrutura proteica

conhecida como capsideo.

Em 1983, um grupo de pesquisadores liderados por Luc Montaignier do Instituto
Pasteur de Paris, Franca, isolou pela primeira vez o Virus da Imunodeficiéncia
Humana tipo 1 (VIH-1 ou HIV-1, do inglés Human Immunodeficiency Virus),
denominando-o de LAV (Lymphadenopathy Associated Virus ou Virus Associado

a Linfadenopatia) (BARRE-SINOUSSI et al., 1983).

Em 1984, a equipe liderada pelo pesquisador Dr. Robert Gallo nos Estados
Unidos, isolou o virus e denominou-o de HTLV-III (Virus Linfotropico de Células T-
Humanas do tipo ). Em 1986, a Organizacao Mundial da Saude recomendou o
uso do termo HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) para referir-se ao virus
causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). A partir de entao,
esforcos foram direcionados para o desenvolvimento de medicamentos e vacinas

para combater a doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

No Brasil, o Ministério da Saude reportou o primeiro caso de AIDS em 1980, assim

como o primeiro obito relacionado a doenca. Em 1988, uma equipe liderada pelo



pesquisador Dr. Bernardo Galvao Castro Filho isolou o HIV-1 no pais,

representando um marco simbdlico para a pesquisa brasileira (CALVAO, 2002).

Em 2010, 1,8 milhdao de pessoas morreram em decorréncia da AIDS no mundo. No
entanto, desde 1999, quando a epidemia atingiu seu pico globalmente, o numero
de novas infeccdes diminuiu cerca de 19%, incluindo os dados de novos
infectados na Africa Subsaariana, que reduziu de 2,2 milhdes em 2001 para 1,8
milhdao em 2010 (UNAIDS, 2010). Essa tendéncia reflete uma combinacao de
fatores, incluindo o impacto dos esforcos na prevencao da infec¢cao pelo HIV-Te o

curso natural da epidemia.

A epidemia da infeccao pelo HIV-1 e da AIDS € um fenémeno global, instavel e
dindmico, cuja forma de ocorréncia em diferentes regides do mundo depende,
dentre outros fatores, do comportamento humano. Como resultado das
desigualdades sociais enfrentadas pela populacao brasileira, a propagacao da
infeccao pelo HIV no pais revela uma epidemia multifacetada, caracterizada
principalmente pelos processos de heterossexualizacao, feminizacao,
interiorizagcao e pauperizacao em curso na sociedade brasileira (BRITO et al,,

2001).

O HIV foi primeiramente relatado em 1981 nos Estados Unidos e esteve associado
a individuos adultos de ambos os géneros que apresentavam alguns aspectos
em comum, como sarcoma de Kaposi, pneumonia por Pneumocystis carinii,
comprometimento do sistema imune e comportamento sexual de risco. Logo
apos a identificagao do HIV, as pesquisas se voltaram para a identificacao do

agente etiologico da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS).

O comportamento sexual de risco foi o principal fator de risco associado a
infeccao pelo HIV-1 nos primeiros anos da epidemia de AIDS (1980 a 1986), com
destaque para o sexo anal e vaginal sem protecao. Em seguida, entre 1987 a 1991,
a epidemia passou a se caracterizar pela transmissao sanguinea, principalmente
Nna subcategoria de uso de drogas injetaveis, particularmente em regides como a
Asia e o Leste Europeu, dando inicio a um processo caracterizado pela

pauperizacao e interiorizacao da epidemia. Outros modos de transmissao do



virus que passaram a contribuir para a disseminacao do HIV-1 nesse periodo
foram o uso de hemocomponentes e o compartilhamento de objetos cortantes e
perfurantes, os quais diminuiram drasticamente na maioria dos paises
desenvolvidos com a implantacao de testes soroldgicos e outras medidas de

prevencao Nos bancos de sangue e servicos de saude.

Ao longo dos ultimos 20 anos, um grande aumento na quantidade de casos por
exposicao sexual heterossexual vem sendo observado. Este fato reflete o numero
de milhdes de mulheres e homens vivendo com HIV no mundo, caracterizando a
heterossexualizacdo da epidemia do HIV/AIDS. A transmissdo sexual, incluindo a
vertical, representa atualmente a forma predominante de transmissao do HIV no
mundo. Particularmente, a transmissao do HIV de mae para filho responde pela
mMaioria dos casos pediatricos de AIDS. Esse tipo de transmissao ocorre com
maior frequéncia durante o parto e o periodo de amamentacao. Medidas de
prevencao como o uso de antirretrovirais durante a gravidez e o parto, o parto
por cesarea e a proibicao da amamentacao em caso de infeccao materna tém

contribuido para reduzir a transmissao vertical do HIV (CEZAR, 2014).

4.2 Estrutura e classificacao do HIV

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) € um membro da familia
Retroviridae, subfamilia Lentivirinae, que apresenta uma grande variabilidade
genética. Existem duas formas de HIV que causam a AIDS, o HIV-1e o HIV-2. O
HIV-1 é subdividido em trés grupos (M, N e O), sendo o grupo M predominante
composto por 11 subtipos. Ja o HIV-2 abrange seis diferentes linhagens

filogenéticas, indo do subtipo A até o subtipo F (HAHN et al., 2000).

A estrutura do HIV-1 é composta por um nucleocapsideo central de 100 nm de
diametro, cercado por um envelope circular, constituido pela proteina de
superficie extracelular gpl120 e a proteina transmembranar gp4l. O core interno é
formado por trés tipos de proteinas: p24 (capsideo), p6 e p7 (nucleocapsideo) e
p17 (matriz). O genoma viral € composto por duas fitas de RNA de 9,2 kb cada,

associadas a outras proteinas importantes, como a transcriptase reversa (p24), a



integrase (p32) e a protease (p10) que desempenham funcgdes cataliticas no

processo de replicacao viral (WATTS et al., 2009).

Apos a infeccao, o HIV-1 se replica dentro da célula hospedeira, usando a enzima
transcriptase reversa para converter seu RNA em uma fita dupla de DNA. Esse
DNA viral € incorporado ao DNA da célula hospedeira, formmando o provirus. No
entanto, devido as altas taxas de erro da transcriptase reversa e a dinamica da
replicacao viral, o HIV-1 apresenta uma marcante variabilidade genotipica, que é
agravada pela sua propriedade de recombinacao e pela auséncia de um sistema

de correcao de erros (ROBERTS et al., 1988).

Isso resulta em praticamente cada particula viral contendo um genoma distinto
dos demais. Tal elevada taxa de variacao é responsavel pelo surgimento de cepas
virais com caracteristicas biolégicas distintas (SIMMONDS et al., 1990) e/ou
resistentes a terapia anti-retroviral (COFFIN, 1995). Como resultado, essa grande
variabilidade genética do virus € um dos maiores desafios no desenvolvimento

de uma vacina universal (COFFIN, 1995).

O HIV-1tem um genoma composto por trés genes necessarios para sua
replicacao (gag, env e pol) e outros genes adicionais que regulam sua expressao
e sao importantes na patogénese viral (tat, nef, rev, vif, vpr e vpu). O gene codifica
as glicoproteinas de superficie e transmembrana do envelope viral (gpl120 e
gp4l), gue reconhecem e penetram a célula-hospedeira. O gene gag codifica as
proteinas do capsideo e matriz protéica viral (p17 e p24), enquanto o gene pol
codifica a transcriptase reversa, protease e integrase, responsaveis pela conversao
do RNA em DNA, maturacao protéica dos componentes virais e integragcao do

material genético viral ao DNA da célula infectada.

Os outros genes adicionais regulam a transcricao (tat), expressao do RNA
mensageiro (rev), infectividade (nef), formacao do complexo de integracao (vif),
localizacao nuclear desse complexo (vpr) e liberacao viral (vpu). As extremidades
do genoma contém duas regides repetidas, chamadas LTR (do inglés Long
Terminal Repeat), cujas sequéncias sao essenciais para a integracao do DNA

proviral no genoma do hospedeiro e também para a regulacao da transcricao do



genoma do HIV-1 por meio da ligacao dos fatores de transcricao, como NFkB
(WATTS et al., 2009).

4.2 Co Receptores do HIV

Conforme mencionado anteriormente, a infecgcao pelo HIV-T em células depende
de uma série de interacdes entre a subunidade de superficie (gpl120) da
glicoproteina do envelope viral (env), o receptor celular (molécula CD4) e os
receptores de quimiocinas (CCR5 ou CXCR4, principalmente), qgue agem como co
receptores em células-alvo (CHOE et al.,, 2003; NAZARI & JOSHI, 2008; GORRY &
ANCUTA, 2010).

Quimiocinas (abreviacao de citocinas quimiotaticas) sao pequenos polipeptideos
de cerca de 8-12 kDa, que contém duas pontes dissulfeto internas e
desempenham um papel importante na regulacao funcional do sistema
imunoldgico, estimulando, por exemplo, a migragcao de diversas subpopulacdes
de leucocitos. Algumas quimiocinas podem ser produzidas por varias células em
resposta a estimulos inflamatoérios e recrutam leucoécitos para os locais de
inflamacao. Outras quimiocinas, entretanto, sao produzidas normalmente em
varios tecidos e recrutam leucdcitos para esses tecidos mesmo na auséncia de

inflamacao.

As quimiocinas sao classificadas em familias com base no numero e na
localizacao dos residuos de cisteina N-terminal. As duas principais familias sdo a
das quimiocinas CC, nas quais os residuos de cisteina sao adjacentes, e a das
guimiocinas CXC, nas quais esses residuos sao separados por um aminoacido
(ABBAS & LICHTMAN, 2005). Alguns linfocitos T ativados secretam quimiocinas,
como RANTES, MIP-1a, MIP-18 e CCL-5, que diminuem a infec¢ao por algumas
cepas do HIV-1, pois competem com o virus pelo mesmo receptor, o CCR5, para
se ligarem na célula (COCHI et al,, 1995). Onze receptores diferentes para
guimiocinas CC (chamados CCR1 a CCRI11) e seis para quimiocinas CXC

(chamados CXCR1 a CXCRo6) ja foram identificados.

Todos os receptores de quimiocinas exibem uma estrutura caracteristica com

sete dominios a-helicoidais transmembranicos. Tais receptores possuem



sobreposicao de especificidades para as quimiocinas dentro de cada subfamilia e
o padrao de expressao celular desses receptores determina quais os tipos
celulares que respondem a cada quimiocina. Certos receptores de quimiocinas,
especialmente CCR5 e CXCR4, atuam como co receptores para o HIV-1 (ABBAS &
LICHTMAN, 2005).

Os receptores CCR5 e CXCR4 sao expressos em células T CD4+ e macrdéfagos. O
CCRS5 atua como receptor natural para B-quimiocinas, incluindo RANTES, MIP-1q,
MIP-1B e CCL-5, enquanto o CXCR4 é receptor para a-quimiocinas, como SDF-la.
Embora menos comuns, outras moléculas, como CCR2b, CCR3, CCR8, CCR9 e
CXCRGb, também podem ser usadas por algumas cepas de HIV-1 para infectar as

células, mesmo na auséncia de CCR5 ou CXCR4.

As cepas do HIV-1 que usam o CCR5, chamadas cepas R5, sao responsaveis pela
mMaioria das novas infeccdes e predominam nas fases iniciais e crénicas da
infeccao pelo HIV-1. Por outro lado, as cepas do virus que usam o CXCR4,
chamadas cepas X4, surgem na infeccao tardia e contribuem para a progressao
mais rapida da doenca. Existem também as cepas R5/X4, que possuem tropismo
para os dois co receptores. A glicoproteina de superficie gpl20 do virus interage
com a regiao amino-terminal (N-terminal) e com o segundo loop extracelular
(ECL2) da CCR5. Enquanto a regidao do envelope viral das cepas X4 interage com
o primeiro e o segundo loop extracelular (ECL1 e ECL2, respectivamente) da
molécula CXCR4. As cepas R5/X4 podem interagir tanto com a regido N-terminal
da CCR5 quanto com o ECL1 e 0 ECL2 da CXCR4. No entanto, o CXCR4 é
preferencialmente usado pelas cepas R5/X4 para entrar nas células (COHEN,

2004).

Em geral, cerca de 4 a 5 anos apos a infeccao inicial pelo subtipo B do HIV-1, mais
de 50% dos individuos infectados apresentam uma evolucao das cepas R5 para
cepas X4 do virus, o que esta correlacionado com um declinio rapido das células
T-CD4+ e a progressao para a AIDS. Os mecanismos moleculares que levam a
troca do receptor utilizado pelo HIV-1 ainda nao estao completamente
compreendidos. No entanto, alguns estudos indicam que ocorre uma redugao

no fitness viral das cepas R5, o que pode permitir o surgimento dos virus R5/X4.



Para evoluir para as cepas X4, as cepas R5 do HIV-1 sofrem mutacdes na al¢ca V3
(terceira alc¢a variavel) da gpl20, além de mudancas na eficiéncia com que a

proteina env se liga ao co receptor CCR5 (COETZER et al., 2008).

As mudancas no tropismo viral para células T-CD4+ tém um grande impacto na
patogénese do HIV-1. Além disso, ha um interesse crescente Nno uso dos co
receptores apresentados por diferentes cepas do HIV-1, devido ao
desenvolvimento de uma nova classe de drogas antirretrovirais, os antagonistas
dos correceptores ou bloqueadores/inibidores de fusdo. Essas drogas podem
bloquear tanto os co receptores CCR5 quanto CXCR4, bem como a molécula

CD4, impedindo a fusao do HIV-1 com a membrana celular (SIERRA et al., 2007).

4.2.1 Coreceptor CCR5

O gene CCRS5 esta localizado na posi¢ao 21 do braco curto do cromossomo 3
(3p21) e codifica o receptor de quimiocinas CC humano do tipo 5, CCRS. Ele é
composto por 4 éxons e 2 introns, e nao ha intron entre os éxons 2 e 3. A
transcricao € iniciada em 2 diferentes promotores, ambos ricos em adenina e
timina. Padrdes de splicing alternativo podem gerar dois transcritos diferentes da
CCRE5: a CCR5-A e a CCR5-B, que codificam uma proteina idéntica (CCR5) em
diferentes tipos celulares. O padrao de regulacao da expressao desses transcritos
varia em resposta a uma variedade de sinais extracelulares, como citocinas e

guimiocinas (MUMMID et al., 1997).

A proteina CCR5 € um membro da familia de receptores de B-quimiocinas e
apresenta sete dominios transmembranares anfipaticos, semelhante aos
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (FEDERSPPIEL et al.,, 1993; HERZOG et
al.,, 1993: NOMURA et al., 1993). A CCR5 é composta por 352 aminoacidos e tem
40,6 kDa, com um dominio amino-terminal (N-Terminal) voltado para a
superficie extracelular e um dominio carboxi-terminal (C-Terminal) voltado para o
citoplasma da célula. Ela sofre modificacdes pds-traducionais, como sulfatacao
de tirosinas adjacentes a aminoacidos acidos e O-glicosilacao no dominio N-
Terminal, que favorecem sua interacao com seus ligantes, como as B-quimiocinas

e o HIV1 (FARZAN et al,, 2000; CORMIER et al.,, 2000). A CCR5 também tem 3



loops extracelulares (ECLI, ECL2 e ECL3) e 3 loops intracelulares (ICL1, ICL2 e ICL3),
sendo que o segundo loop intracelular (ICL2) contém o dominio de ligagao a

proteina G.

A CCRES € expressa na superficie de células T, macrofagos, monaocitos, Células
Dendriticas do tipo DC-SIGN e Células de Langerhans (CARRINGTON et al., 1997;
NAZARI & JOSHI, 2008). Sua expressao € regulada a curto prazo, em nivel
proteico, por mecanismos como internalizacao, sequestro e dessensibilizacao, e a
longo prazo, pela taxa de transcricao do gene e estabilidade do RNA mensageiro
(MUMMID et al,, 1997). Os ligantes para este receptor incluem as B-quimiocinas
MCP-2, MIP-1a, MIP-1B e RANTES, e sua ligagao causa a migracao de leucocitos
para os sitios de inflamacao (CARRINGTON et al., 1997)

Uma segunda classe de ligantes para a CCR5 inclui as cepas R5 do HIV-1, que se
ligam a gp210. Neste contexto, a proteina CCR5 atua como receptor para o virus
(DRAGIC et al,, 1996; DENG et al., 1996). Isso pode ser confirmado pelo fato de que
guimiocinas como MIP-1a, MIP-1B e RANTES inibem a infeccao de células T CD4+
por cepas R5 do HIV-1 no estagio de entrada do virus, bloqueando a fusao célula-
célula mediada por env, competindo pela mesma proteina, CCR5, na célula

(DRAGIC et al.,, 1996).

Em relacdao ao papel da CCR5 como co receptor para o HIV-1, sabe-se que
determinadas regides ou dominios da molécula CCR5 sao importantes na
interacao com a gpl20 viral (ATCHISON et al., 1996; RUCKER et al., 1996). Mais
especificamente, a glicoproteina de superficie gpl20 do virus interage com a
regiao amino-terminal (N-terminal), entre os residuos 2 € 18, e com o0 segundo
loop extracelular (ECL2) da CCRS5. Alteracdes nestes dominios podem interferir
nos processos de ligacao entre a CCR5 e a gpl20, bem como na fusao da
membrana do HIV-1 com a memlbrana celular, afetando a entrada do virus na

célula (FARZAN et al.,, 2000).

Por este motivo, individuos com padrao homozigoto mutante no gene da CCR5
(gendtipo A32/A32) para uma delecdo de 32 pares de bases, compreendida entre

0s nucleotideos 794 e 825 na regiao do gene que codifica o segundo loop



extracelular da proteina CCR5, possuem resisténcia contra a infeccao por cepas
R5 do HIV-1, pelo menos por via sexual. Isso corrobora o fato de que a CCR5 é o
principal receptor utilizado por cepas primarias do HIV-1 (SAMSON et al., 1996).
Além disso, como as cepas R5 predominam durante a infeccao primaria do HIV-1,
a CCR5 tornou-se um alvo atraente para o desenvolvimento de terapias contra a
infecgcao por este virus. Diferentes mecanismos tém sido elaborados para
bloguear sua funcao como receptor do HIV-1 ou diminuir sua expressao na

superficie da célula-alvo.

A terapia génica, por exemplo, utiliza intra-quimiocinas (quimiocinas
intracelulares que se ligam aos receptores de quimiocinas), para prevenir a
expressao da CCR5 na superficie da célula; intra anticorpos (fragmentos de
anticorpos intracelulares) contra a regiao N-Terminal da CCR5, para diminuir a
expressao de CCR5; e ainda pequenos RNAs de interferéncia (siRNA) e RNA
antisense, que diminuem a sintese do co receptor (NAZARI & JOSHI, 2008).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com pesquisa realizada por Deeks (2015), desde o inicio dos estudos
sobre o HIV, o receptor CD4 encontrado na superficie das células CD4 foi
considerado crucial para a entrada do virus nessas células. Contudo,
pesquisadores descobriram, na década de 90, que além do receptor CD4, as
proteinas CCR5 e CXCR4, também presentes na superficie das células CD4,
atuam como co-receptores do HIV. Nos estagios iniciais da infeccao, o HIV-1 tem
preferéncia pelo co receptor CCR5 (HIV R5-Trépico), enquanto as cepas virais que
possuem tropismo pelo co receptor CXCR4 (HIV X4-Tropico) aparecem com mais
frequéncia nos estagios tardios da infeccao. Existem ainda cepas que tém
tropismo por ambos os correceptores, denominadas cepas R5/X4. Os co
receptores sao essenciais para a primeira etapa do mecanismo de infec¢cao do
HIV na célula CD4, que € a ligacao e entrada do virus. Essa etapa é caracterizada
pela ligacao da proteina gpl20, presente na superficie do virus, as células CD4
por meio do receptor CD4, o que desencadeia uma mudanca conformacional
em gpl20 e a ligagao do complexo ativo das glicoproteinas virais gp120 e gp4l ao
co receptor CCR5 ou CXCR&4.



Em seguida, ocorre a fusdao da membrana viral com a membrana da célula CD4,
e o virus libera no citoplasma da célula o seu RNA e as enzimas transcriptase
reversa, integrase e protege. Na segunda etapa, ocorre a transcri¢cao reversa do
RNA viral em DNA pela enzima transcriptase reversa e, na terceira etapa, ocorre a
integracao do DNA viral ao genoma da célula hospedeira pela enzima integrase.
Posteriormente, na quarta etapa, ocorre a replicacao viral, em que novas
moléculas de RNA mensageiro do virus sao transcritas pela maquinaria da célula
hospedeira, e as suas proteinas sao traduzidas e translocadas para a superficie
celular. Na quinta etapa, ocorre o processo de montagem da estrutura central
viral, em que longas cadeias de proteinas sintetizadas sao cortadas em proteinas
individuais pela enzima protease. Assim, Novos virus sao formados e, por fim, na
sexta etapa, ocorre a maturacao viral. Uma vez maduros, os novos virus nascentes

estao prontos para infectar outras células CDA4.

Liu et ai. (1996) observaram inicialmente que alguns individuos expostos ao HIV-I
nao eram infectados e, além disso, suas células T CD4+ eram altamente
resistentes a entrada do virus in vitro. Estudos posteriores demonstraram que
essa resisténcia poderia ser causada por uma mutag¢ao no gene que codifica o
CCR5. Uma delecao de 32 pares de bases, conhecida como mutacao delta 32 do
CCR5 ou CCR5A32, causa um frameshift, ou seja, uma mudanca no frame de
leitura durante a traducao, afetando as trés ultimas regides transmembranares
do CCR5, especificamente no segundo loop extracelular onde a proteina Ocorre o
sitio de ligacao G responsavel pela transducao do sinal celular. O alelo mutante
contém 215 aminoacidos, enquanto o alelo selvagem possui 352 aminoacidos,
gerando uma proteina truncada que nao pode ser detectada na superficie

celular. (DEAN et al., 1996; SAMSON et al., 1996; LIU et al., 1996).

Estudos demonstram que o alelo delta 32 surgiu de uma mutacao simples e que
esse evento tem origem recente no nordeste da Europa (LIBERT et al., 1998).
Portanto, a frequéncia na populagcao caucasiana € maior do que em outros
grupos étnicos, em torno de 10%. Essa mutacao € autossémica recessiva,
portanto, individuos heterozigotos para CCR5 delta 32 ainda podem expressar
receptores de forma diminuida, enquanto individuos homozigotos para a

mutacao carecem de receptores CCR5 (SAMSON et al., 1996).



Esses fatos constituem evidéncia da capacidade duradoura de controle do virus.
Uma das hipoteses para um individuo ter o perfil de um progresso lento ou
controlador de elite € a mutagao delta 32 do CCRS, pois € fundamental no
momento da interacao virus-célula hospedeira que haja uma conexao com este
co-receptor. Portanto, na sua auséncia ou baixa expressao, a entrada do virus no
meio intracelular fica prejudicada (CARRINGTON et al,, 1999). No Brasil, a
frequéncia de heterozigose varia de 6,8% a 14,2% na populacao caucasiana; de 1%
para 6,4% na populacao negra e de 0,4% para 2,2% na populacao indigena
(BOLDT et al., 2009; VARGAS et al., 2006; CARVALHO et al.,, 2004; CARVALHARES
et al,, 2005).

Vangelista (2018) reportou que a identificagcao do CCR5 como co-receptor do HIV
Nna célula CD4 permitiu a descoberta de que ele € um alvo importante para o
desenvolvimento de uma nova classe de drogas antirretrovirais, conhecida como
antagonistas de co-receptores ou blogueadores/inibidores de interacdo. Um
exemplo disso € o medicamento Maraviroc (aprovado para uso pela ANVISA em
2007), uma pequena molécula que se liga ao co-receptor CCR5 e induz uma
mudang¢a em sua conformacao estrutural, especificamente nos sitios de
interacao do HIV, levando ao bloqueio da entrada do virus na célula CD4. No
entanto, a eficacia do Maraviroc € limitada, visto que algumas cepas virais
conseguem usar alternativamente o co-receptor CXCR4, enquanto outras cepas
sao capazes de interagir com o CCR5 mesmo quando esta ligado ao
medicamento. Além disso, ha evidéncias de toxicidade, causada pela falta de
especificidade para o receptor. Outros antagonistas do co-receptor CCR5 foram

desenvolvidos, mas raramente sao utilizados por serem de alto custo.

A delecao de 32 pares de bases no gene CCR5 (mutagao A32) resulta em uma
alteracao no quadro de leitura durante a transcricao do gene e na terminacao
prematura da tradugao do transcrito, apds o aminoacido 174, afetando as ultimas
trés regides transmembranares da CCR5 e o sitio de ligacao da proteina G,
responsavel pela transducao de sinais extracelulares (SAMSON et al., 1996). A
producao de uma proteina truncada, que nao permite a fusao de células T CD4+
com células que expressam a gpl20 viral e pode nao ancorar adequadamente na

membrana da célula, é responsavel pela resisténcia a infeccao pelo HIV-1em



individuos que apresentam essa mutacao em homozigose (LIU et al., 1996;
SAMSON et al,, 1996). Ja individuos que possuem essa mutacao em heterozigose
(CCR5/A32) parecem ser parcialmente resistentes a infeccao, apresentando
progressao mais lenta para a AIDS, quando comparados aos homozigotos

selvagens (CCR5/CCRS5) (DENG et al., 1996).

A resisténcia parcial atribuida a heterozigose é consequéncia da diminuicao da
expressao da proteina CCR5 na membrana celular em individuos heterozigotos
(LITTMAN, 1998). Na América do Sul, incluindo o Brasil, a frequéncia do alelo
CCR5-A32 varia de 0 a 6,5% (GRIMALDI et al., 2002). Na Bahia, a prevaléncia do
gendtipo heterozigoto (CCR5/A32) foi de 5,3% em individuos n&o infectados
(GRIMALDI et al., 2002). No entanto, o alelo CCR5-A32 nao é o unico fator

responsavel pela modulacao da infecgcao pelo HIV-1 através do co receptor CCRS.

Até o momento, foram descritas 25 mutacgdes diferentes no gene CCR5
(CARRINGTON et al., 1999), as quais apresentam distribuicao geografica e étnica
diferentes (O'BRIEN et al.,, 2000). Entre essas mutacdes, existem gendtipos e/ou
haplotipos que conferem resisténcia a infeccao pelo HIV-1. A mutacao p.C101X,
por exemplo, cria um cédon de parada antes do terceiro dominio
transmembranar da CCR5, gerando uma proteina incapaz de mediar a entrada
do HIV-1 na célula devido a sua expressao diminuida na superficie celular, com
efeito semelhante a mutacao A32. Assim, individuos homozigotos para essa

mutagado sao resistentes a infecgao pelo HIV-T (BLANPAIN et al., 2000).

Além das mutacdes identificadas na regiao codificante, algumas mutacdes no
promotor do gene CCR5 podem interferir no curso clinico da AIDS, acelerando ou
retardando a progressao da doenca em individuos infectados pelo HIV-1, mesmo
qgue nao afetem a infeccao por cepas R5 do virus (MARTIN et al., 1998). Essas
mutacdes podem comprometer a regulacdo génica, afetando a transcricdo e/ou
a expressao da proteina na superficie celular e provavelmente afetando a

patogenicidade do HIV-1 (McDERMOTT et al.,, 1998).

Algumas mutacdes descritas nessa regido do gene, como -2733A>G (29 A/G) e

-2459A>G (303 A/G), estdo associadas a aceleracdo da progressido da doenca,



devido ao aumento do nivel de expressao da proteina CCR5 na membrana
(McDERMOTT et al,, 1998; CLEGG et al,, 2000; OMETTO et al., 2001; BRUMME et al,,
1999; ROMAN et al., 2002). Por outro lado, as variacdes com efeito contrario levam
a uma progressao mais lenta da doenca, como a mutacdo -1835C>T (927 C/T)

(BRUMME et al,, 2001; LEWANDOWSKA et al., 2002).

Conforme mencionado anteriormente, a proteina CCR5 passa por modificacdes
pos-traducionais, como a sulfatacao de residuos de tirosina no dominio N-
terminal, que favorece sua ligacao as quimiocinas MIP1-a e MIP1-8, berm como
facilita a entrada do HIV-1 na célula hospedeira (CORMIER et al., 2000; FARZAN et
al., 2000; HOFFMAN et al., 2002; SEIBERT et al,, 2002). A regiao compreendida
entre os residuos 2 e 18 do dominio N-terminal da CCR5 constitui o sitio
especifico de interacao entre a alca V3 da gpl120 do HIV-1 e a CCRS5. A sulfatacao
das tirosinas nos aminoacidos 3, 10, 14 e 15 é importante para a interacao entre
esse co-receptor e a proteina viral, e a perda de um ou mais desses grupamentos

sulfato pode inibir a fusao do virus com a célula-alvo (FARZAN et al., 2000).

Mutacdes no gene CCR5 que interferem na producao dos residuos de tirosina do
dominio N-terminal da proteina podem estar relacionadas a habilidade da CCR5
em se ligar a gpl120. No entanto, novos estudos ainda questionam a possibilidade
desses sitios especificos nao serem o0s UNicos responsaveis pela interagcao entre o
co-receptor e o virus (CONNIE et al., 2009). Alguns autores acreditam que a
associacao inicial entre a CCR5 e a gpl120 € mediada pelo dominio N-terminal
deste co-receptor, enquanto a maior especificidade da interacao € mediada
pelos demais dominios extracelulares da CCR5, principalmente o ECL2 (GERARD

& GERARD, 1996, MONTECLARO & CHARQO, 1996).

O dominio carboxi-terminal da CCR5 nao interage diretamente com a gp120 do
HIV-1, pois esta localizado no meio intracelular. No entanto, outras modificacoes
pos-traducionais, como a N-glicosilacao (adicao de um poli ou oligossacarideo
em um nitrogénio da cadeia lateral de residuos de asparagina ou arginina) e a O-
glicosilacao da CCR5 na regiao C-terminal, também podem influenciar a entrada
do HIV-1 em suas células-alvo. Alteracdes nos sitios de glicosilagao podem ter

consequéncias dramaticas para uma proteina, pois afetam seu dobramento e



sua conformacao, interferindo em partes distantes da mesma. Portanto, a perda
de sitios de glicosilacao no dominio C-terminal da CCR5 pode interferir na
insercao da proteina na membrana celular, gerando uma proteina que sofreu

uma conformacao atipica (SLATER-HANDSHY et al.,, 2004).

Além disso, foi demonstrado que elementos criticos para a interacao com o HIV-1,
gue funcionam como peptideos imunogénicos, estao localizados na segunda
alca extracelular (ECL2) do receptor. Algumas mutacdes na ECL2 podem
comprometer a eficiéncia da entrada do HIV-1 na célula-alvo, levando a uma
diminuicao na progressao para AIDS (GERARD & GERARD, 1996; MONTECLARO &
CHAROQO, 1996). Até o momento, nao ha dados sobre essas mutacdes nas regides
do gene CCR5 que codificam para os dominios N-Terminal, C-Terminal e ECL2 da
proteina na populagao brasileira. Portanto, diante da realidade da infec¢cao pelo
HIV-1 e da AIDS no Brasil, essas informacdes podem ser importantes para o

estudo do perfil epidemioldgico da infeccao pelo HIV-T em nosso pais.

A mutacao CCR5A32 é caracterizada pela delecao de 32 pares de bases que
abrange o nucleotideo 794 ao 825 na regiao de quadro de leitura aberto (ORF) do
gene. Essa delecao gera uma mudanca na matriz de leitura (também conhecida
como mutacao frameshift ou de mudanca de quadro de leitura) durante a
traducao, resultando na inclusao de sete novos aminoacidos apos o aminoacido
174 da proteina e um término prematuro devido a formacao de um cédon de
parada apos o0 aminoacido 182. Dessa forma, o alelo mutado codifica uma
proteina truncada que contém 215 aminoacidos, em compara¢cao com a proteina

selvagem que contém 352 aminoacidos.

A regiao afetada corresponde a ECL2 da proteina, que perde os trés ultimos
dominios transmembranares, bem como regides importantes de interacao com
a proteina G, responsavel pela transducao de sinais extracelulares. Além da
proteina CCR5 mutante nao ser funcional, a mutacao também afeta o local onde
CCRS é expressa nas células CD4, passando a ser localizada no citoplasma em
vez de na superficie da célula, como ocorre com a proteina CCR5 selvagem.

Assim, o fendtipo mutante do receptor CCR5 confere protecao contra a infecgcao



causada pelo HIV, uma vez que esse virus nao consegue se ligar e entrar na
célula CD4 do hospedeiro (CEZAR, 2014).

Esses estudos cientificos também evidenciam que, embora a mutacdo CCR5A32/
A32 proporcione protecao contra o HIV, portadores dessa mutacao podem ter
um pior prognaostico em casos de doencas inflamatodrias. Ademais, a mutacao
aumenta o risco de mortalidade em casos de infeccao pelo virus do Nilo
ocidental e/ou da influenza, além de predispor a problemas 6sseos. Embora a
técnica de edicao génica CRISPR tenha o potencial de gerar mutacdes pontuais
e especificas no DNA, é importante destacar que ela também pode gerar
mutacoes indesejadas (chamadas off-targets) e causar danos graves ao

organismo.

Assim, a utilizacao da técnica de CRISPR em humanos deve considerar duas
premissas importantes: em primeiro lugar, o pesquisador deve estar ciente de
todas as consequéncias da mutacao gerada, tanto positivas quanto negativas.
Em segundo lugar, € essencial garantir que nao ocorram off-targets, a fim de
evitar a ocorréncia de mutacdes indesejadas. Portanto, embora a técnica CRISPR
seja promissora, os cientistas destacam que, atualmente, € necessario
estabelecer normas para seu uso e aplicacao, regulamentando o que é permitido

Oou Nao, para garantir sua utilizacao de forma racional e segura.

CONCLUSAO

A descoberta de que o gene CCRS5 codifica um receptor na célula CD4, que é
essencial para a infeccao pelo HIV, trouxe importantes contribuicdes para o
entendimento sobre a patogénese desse virus. Ademais, a constatacao de que
individuos homozigotos para a mutacao CCR5 A32 apresentam um fendtipo que
confere protecao contra a infec¢cao pelo HIV abre e continua abrindo
perspectivas para novas possibilidades terapéuticas contra o virus, seja por meio
do desenvolvimento de novos farmacos, do transplante de medula a partir de
doadores portadores da mutacdo CCR5A32/A32, ou até mesmo a possibilidade de

terapia génica. Desse modo, os estudos que abordam o gene CCR5 contribuem



para o desenvolvimento de novas abordagens de tratamento e protecao contra a

infeccao pelo HIV.
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