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Uma das maiores descobertas
clinicas e cientificas a respei-
to da patogénese do HIV foi
alcancada por meio do conhe-
cimento de que o gene CCRS,
expresso em linfécitos T CD4
(célula CD4) codifica uma
proteina de superficie que age
como correceptor de quiomio-
cinas, essencial para a ligagio
e a entrada do HIV na célu-
la CD4 humana. Além disso,
a mutagdo caracterizada pela
delecdo de 32 pares de bases
no gene CCR5 (CCR5A32)
leva a expressio de uma pro-
teina truncada, ou seja, nio
funcional, uma vez que nio é
expressa na superficie celular,
conferindo dessa forma, um
fendtipo de protegio A infec-
¢do pelo HIV-1. A descober-
ta do papel do gene CCRS e
do efeito protetor da muta-
¢ao CCR5A32 despertam um
crescente interesse pelo papel
terapéutico que o possivel blo-

queio ou nocaute génico de
CCR5 possa desempenhar

na atenuagao, progressao e até

mesmo na cura da infecgio

causada pelo HIV.
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O virus HIV e a
Sindrome da
Imunodeficiéncia
Adquirida -
Visao Geral

Durante o inicio dos anos 80, o virus HIV
(Human Immunodeficiency Virus) tornou-se
protagonista no cendrio mundial, quando o
mundo foi subitamente surpreendido por
uma nova doenga devastadora, a Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA)
mais conhecida como AIDS (Acquired Im-
munodeficiency Syndrome). A AIDS é uma
doenga que afeta o sistema imunolégico e
pode surgir em individuos que se encontram
no estdgio mais avan¢ado da infecgio pelo
HIV. Esse virus destrdi os linfécitos T CD4
(Células CD4) do sistema imunoldgico, dei-

normalmente sobrevivem por cerca de trés
anos, e caso tenham uma doenga oportunista
grave, a expectativa de vida sem tratamento
cai para cerca de um ano. Dentre as doengas
oportunistas, a tuberculose é principal causa
de morte entre as pessoas que vivem com o
HIV, sendo responsivel por cerca de um ter-
¢o das mortes relacionadas 3 AIDS.

xando o corpo vulnerdvel a infec¢des conhe-
cidas como doengas oportunistas e também
ao desenvolvimento de cinceres relacionados
as infecgoes.

De acordo com dados epidemioldgicos pu-
blicados pela Organizagio Mundial de Sai-
de (OMS), 76 milhées de pessoas no mundo
foram infectadas pelo HIV desde o inicio da
epidemia. Atualmente existem cerca de 38
milhées de pessoas em todo mundo viven-
do com HIV, sendo que 67% dessas pessoas

tem acesso A terapia antirretroviral e esti-

ma-se que 71 milhdes de pessoas vivem com
HIV e nio sabem que estio infectados. No
Brasil, de acordo com dados epidemiolégicos
do Ministério da Satde, de 1980 a junho de
2020, foram identificados 1.011.617 casos
de AIDS. Nos tiltimos cinco anos, o pais tem
registrado uma média de 39 mil novos casos

de AIDS ao ano.

Até o momento a AIDS nio tem cura nem
vacina, mas o tratamento com antirretrovi-
rais no inicio da infec¢io garante uma expec-
tativa de vida quase que semelhante 4 de pes-
soas que nio sio portadoras do virus. Mas,
sem o tratamento antirretroviral, as pessoas
que sio diagnosticadas com essa sindrome
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Apesar de nio existir cura para AIDS, os
dados cientificos obtidos com o isolamento
do HIV em 1983 e as informagdes gend-
micas obtidas a partir de 1985, por meio
de clonagem molecular e sequenciamento
genético, foram extremamente importantes
para desvendar sua origem, interagio com
o hospedeiro e patogénese. Esses dados fo-
ram fundamentais para o desenvolvimento
de abordagens para testar, tratar e prevenir a
infecgdo pelo HIV.

Nesse contexto, dentre as grandes desco-
bertas cientificas sobre a interagio virus-
-hospedeiro destaca-se o gene CCRS que
codifica um correceptor expresso pela cé-

lula CD4, essencial para a entrada do virus
HIV nesta célula. Além disso, o polimorfis-
mo CCR5A32 em ambos os alelos do gene
CCRS tém sido fortemente associados  pro-
tecdo contra a infec¢do causada pelo HIV.

Origem e estrutura
do virus HIV

Existem dois tipos de HIV, HIV-1 e HIV-
2. O HIV-1 é mais prevalente e mais pato-
génico, além disso, essa cepa é responsivel

pela vasta pandemia global. A introdugio

do HIV na espécie humana possivelmente
ocorreu no periodo de 1920 a 1940. Anali-

ses filogenéticas e epidemioldgicas sugerem

que o HIV-1 pode ter evoluido do virus da L

imunodeficiéncia simia (SIVcpz) de chim-
panzé, que estd intimamente relacionado ao
HIV-1. A transmissio do virus entre espé-
cies provavelmente ocorreu por meio de pes-
soas que tinham contato com primatas, mais
especificamente no contexto da caga, quando

humanos alimentavam-se da carne de chim-
panzé, tendo assim contato com o sangue
contaminado pelo virus.

Células CD4 - linfocitos T

que organizam e comandam

a resposta imunoldgica diante
de antigenos. Produzidos na
glandula timo, eles aprendem

a memorizar, reconhecer

e destruir microrganismos
estranhos que entram no corpo
humano.

Correceptor - receptor de
superficie encontrados nas
células B ou T que ndo se
liga a antigenos, mas se liga
a outras moléculas e auxilia
os receptores de ligacdo de
antigeno a ativar o linfocito.

Cepa - grupo de organismos,
como bactérias ou virus,

que pertencem a mesma
espécie e compartilham
pequenas variagdes genéticas,
caracteristicas ndo encontradas
em outros membros da espécie.
Por exemplo, o HIV pode sofrer
mutacdes em diferentes cepas,
cada uma com um tipo diferente
de resisténcia a medicamentos
anti-retrovirais.

Pandemia - disseminagao
mundial de uma doenca
infecciosa.

Analises filogenéticas -
Analises que buscam investigar
as relacoes evolutivas entre os
diferentes grupos de individuos
ou espécies existentes na Terra
(extintas ou nao).

Terapia antirretroviral -
tratamento com medicamentos
que inibem a capacidade de
multiplicacdo do HIV ou de
outros tipos de retrovirus no
organismo.
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p ‘ ) O HIV ¢ um retrovirus pertencente a familia lentivirus, seu
Retrovirus - virus cujo genoma

& constituido por RNA que genoma possui 9 kb e contém 9 genes que codificam 15 pro- Kb - kilobase: unidade de
se replica em uma célula, teinas. Estruturalmente, o HIV é composto pela parte externa  .dida de tamanho do DNA ou
primeiramente sintetizando uma  denominada Envelope, onde sio expressas glicoproteinas de  RNA, correspondente a 1000

molécula de DNA tendo como . ; P

superficie gp120 e glicoproteinas transmembrana gp41. Na | pares de base.
molde seu genoma de RNA P &P gHeop ep P
e, a seguir, produzindo uma
molécula de dupla fitade DNA ~ proteica e um capsideo cdnico que envolve dois filamentos

camada interna possui uma membrana lipidica, uma matriz

. i . . ] Envelope - estrutura externa
que se integrara no DNA da simples de RNAs ligados a proteinas que formam o nucle-  dg virus HIV formado por uma
célula hospedeira. capsideo. Além disso, sdo encontradas trés enzimas essenciais  bicamada lipidica originada a

para a transcrigio e replicacdo viral: a transcriptase reversa, a  Partir da membrana da célula

protease e integrase (Figura 1). hospedeira.
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gp41 proteina transmembrana
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Integrase
Protease

Matriz proteica
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Proteinas do nucleocapsideo
ligadas ao RNA viral

Transcriptase reversa

Figura 1.

Representacdo esquematica
dos principais componentes
que formam a estrutura do
virus HIV. O HIV é envolvido
por uma bicamada lipidica
derivada da membrana da
célula hospedeira, denominada
de envelope. No envelope,
glicoproteinas de superficie
gp120, encontram-se
ancoradas ao virus por meio de
interacdes com a glicoproteina
transmembrana gp41.
Componentes internos como
as enzimas integrase, protease
e transcriptase reversa sao
essenciais para a transcricao

e replicacdo viral. O HIV é um
virus de RNA e seu material
genético esta envolto por uma
estrutura proteica conhecida
como capsideo. Imagem:
Duarte, M. J.
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Propriedades
estruturais do gene
CCR5 e da proteina
CCR5

O gene CCR5 (Receptor do tipo 5 de qui-
miocina CC) estd localizado no brago curto
do cromossomo 3, banda 21.31 (3p21.31),

possui 6kb de comprimento, comportando 3
éxons, 2 introns e 2 regides promotoras. O
promotor a montante do éxon 1 é denomi-
nado P2, enquanto o promotor distal é de-

nominado P1 e abrange regides do intron 1
e éxon 2 (Figura 2). A transcrigio do gene
CCR5 é iniciada em multiplos sites de ini-
ciagio que sio encontrados nos éxons 1 ou
2; o resultado do uso do promotor P1 ou P2
influencia na geragio de transcritos diferen-
tes, ou isoformas.

Quimiocina - grupo de
citocinas que circulam nos
locais de inflamacao e nos
liquidos corporais. Atuam
atraindo células primordiais
do sistema imune (como os
linfocitos T) para o local onde
esta ocorrendo o processo
inflamatorio.

P2 P1

— r A b
Honsendra EXON 1 EXON 2A 2B ORF  FUTR —
5
E EXON3

Segundo informagdes obtidas no GeneBank
do NCBI, o gene CCR5 de humanos (ID:
1234) pode ser transcrito em duas formas
alternativas de RNA, CCR5A ¢ CCR5B.
Esses transcritos sdo produzidos a partir de
P2 e sio considerados isoformas longas que
codificam a mesma proteina, mas se dife-
renciam um do outro pelo tamanho da re-
giio 5’'UTR, sendo a 5UTR do transcrito
CCR5A maior. Com relagio ao P1, segundo
dados da literatura, esse promotor conduz a
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expressio de transcritos que se originam a
partir de sitios de iniciagio encontrados no
éxon 2 A ou B e resultam na geragio de vé-
rias isoformas consideradas truncadas, uma
vez que nio possuem o éxon 1,

O transcrito primdrio que codifica a isofor-
ma mais abundante apresenta 3661 nucleo-
tideos. Apds processado, o RNA mensageiro
apresenta 1056 nucleotideos e a proteina
possui 352 residuos de aminodcidos, com
peso molecular correspondente a 40,6 kDa.

HUMANO
Cromossomo 3p21.31: 46,411,633 — 46,417,697
o (=2
mM ™M
Figura 2.

Representacao geral da
estrutura e localizacao
cromossomica do gene CCR5.
O gene CCR5 encontra-se
localizado no braco curto do
cromossomo 3, banda 21,
possui 6 kb de comprimento,
com trés éxons, dois introns
e duas regides promotoras,
P1 e P2. A ORF completa e a
sequéncia 3'UTR encontra-se
no éxon 3.

kDa - unidade de massa
molecular, correspondente a mil
Daltons.




Proteina G - proteina que se
liga a GTP e transmite os sinais
da membrana plasmatica para
outras proteinas de transducao
de sinal no interior da célula.

Macrofagos -células
fagociticas presentes em muitos
tecidos que funcionam na
imunidade inata, atuando na
destruicdo de microrganismos

e na imunidade adquirida como
células apresentadoras de
antigeno.
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A proteina CCR5 pertence a familia de receptores beta qui-
miocina, predita como uma proteina similar aos receptores
acoplados A proteina G. E predominantemente expressa na

superficie de células do sistema imunolégico como as células T
e macr6fagos e nesse contexto atua encaminhando estas célu-

las aos sitios de inflamagio.

Com relagio a estrutura proteica, CCR5 apresenta sete do-
minios que passam pela membrana (transmembranares), co-
nectados por trés alcas extracelulares e trés intracelulares. Nas
extremidades apresenta a por¢io amino-terminal (N-termi-
nal) voltada para superficie extracelular e a por¢io carboxi-ter-
minal (C- terminal) voltada para o citoplasma (Figura 3). A
por¢io N-terminal é rica em tirosina (abreviagio Y) e amino4-
cidos 4cidos, e em conjunto com a segunda al¢a extracelular,
formam o sitio de ligagio da célula CD4 com as glicoproteinas
do HIV, atuando como correceptor desse virus.

Células T - classe de linfocitos
que se diferenciam no timo e
que incluem células efetoras
para a resposta imune mediada
por células e células auxiliares
requeridas para a resposta
imune adaptativa.

Dominio proteico - porcdo
de uma proteina com uma
estrutura terciaria particular.
Proteinas grandes sdo em geral
compostas por varios dominios,
cada um conectado ao préximo
através de regides flexiveis
curtas da cadeia polipeptidica.

Extracelular

Citoplasma

o@ﬁ? N term

),

minios

do

¢ term -DOUEDOLEEHEATVTTCERE

(FOK L) o0

(E)
Q)

Figura 3.

Estrutura predita da proteina
CCR5. A proteina codificada
pelo gene CCR5 é uma proteina
transmembranar, apresenta sete
dominios ligados por algas, nas
quais trés estao voltadas para

o lado extracelular e, as outras
trés, para o lado intracelular. A
porcao N-Terminal (extremidade
superior da proteina, destacada
em amarelo) e a segunda alca
extracelular sdo sitios de ligacao
da célula CD4 a receptores do
HIV. Imagem: Duarte, M.J.

Além de estar envolvido no processo de in-
fecgio pelo HIV-1, o gene CCRS tem sido

associado a doen¢as inflamatérias como o cincer.

aterosclerose, esclerose multipla, doenca in-
flamatéria intestinal e outras doengas como
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O correceptor CCR5
e 0 mecanismo de
infeccao do HIV
nas células CD4

Desde o inicio das pesquisas com o HIV, o
receptor CD4 expresso na superficie da célu-
la CD4 foi identificado como essencial para
entrada do HIV nessas células. No entan-
to, em meados da década 90, pesquisadores
descobriram que além do receptor CD4,
as proteinas CCR5 e CXCR#4 expressas na
superficie das células CD4 atuam como cor-
receptores do HIV. Nos estdgios iniciais da
infec¢io, o HIV-1 tem tropismo pelo corre-

ceptor CCR5 (HIV R5-Trépico), j4 as cepas
virais trdpicas para o correceptor CXCR4
(HIV X4-Trépico) surgem mais frequente-
mente nos estdgios tardios da infecgio. Ha
também as cepas que tem tropismo pelos
dois receptores, denominadas cepas R5/X4.

Os correceptores sio essenciais para a pri-
meira etapa do mecanismo de infec¢io do
HIV na célula CD4, ligago e entrada. Essa
etapa é caracterizada pela ligagio da protei-
na gp120, proteina de superficie do virus, as
células CD#4 através do receptor CD4, de-
sencadeando uma mudanca conformacional
de gp120 e ligagio do complexo ativo das
glicoproteinas virais gp120 e gp41 ao cot-
receptor CCR5 ou ao correceptor CXCR4
(Figura 4a-c).

b)
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Em seguida, ocotre a fusio da membrana vi-
ral com a membrana da célula CD4, e o virus
libera no citoplasma da célula o seu RNA e as
enzimas transcriptase reversa, integrase e pro-
tease. Na segunda etapa acontece a transcri¢io
reversa do RNA viral em DNA pela enzima
transcriptase reversa e, na terceira etapa ocor-
re a integracio do DNA viral ao genoma da
célula hospedeira pela enzima integrase. Pos-
teriormente, na quarta etapa, a replicagio vi-
ral, através da maquinaria da célula hospedeira
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novas moléculas de RNA mensageiro do virus
sdo transcritas e as suas proteinas traduzidas
e translocadas para a superficie celular. Na
quinta etapa ocorre o processo de montagem
da estrutura central viral, onde longas cadeias
de proteinas sintetizadas sdo cortadas em pro-
teinas individuais pela enzima protease. Assim,
novos virus sio formados, e por fim, na sexta
etapa ocorre a maturagio viral e, uma vez ma-
duro, os novos virus nascentes estio prontos
para infectar outras células CD4 (Figura 5).

Figura 4.

Interacdo e ligacao do HIV

a célula CD4. (a) O complexo
ativo das glicoproteinas

de superficie gp120 e
transmembrana gp41 controlam
a entrada dos componentes do
virus na célula em conjunto com
0s receptores e 0s correceptores
de superficie CCR5 e CXCR4

da célula CD4. (b) A entrada

do virus HIV é iniciada pela
ligacdo da proteina gp120 com
o receptor de superficie celular
CDA4. Essa ligacao resulta em
um rearranjo da proteina gp120,
permitindo que ela se ligue

ao correceptor na superficie

da célula. (c) As interacoes
entre a proteina gp120 e os
correceptores CCR5/CXCR4 sdo
estabelecidas. Imagem: Duarte,
M.J
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Ligacdo e entrada do virus
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Aspectos gerais do
mecanismo de infeccdo do
virus HIV na célula CD4.
llustracdo dos principais passos
da infeccdo da célula CD4 e

o ciclo de replicacdo do virus
HIV, caracterizados pelos
seguintes processos: ligacdo
do virus ao receptor CD4 e
correceptores CCR5 ou CXCR4;
fusao com a membrana da
célula hospedeira; liberacdo do
RNA e enzimas virais dentro
do citoplasma; transcricdo
reversa do RNA viral para DNA;
integracao do DNA viral no
genoma; transcricdo do RNA
viral e traducdo de proteinas
virais que sdo translocadas
para superficie celular para
montagem de estrutura central
do virus seguido do processo
de maturacdo onde os novos
virus formados estao prontos
para infectar novas células CD4.
Imagem: Duarte, M.J.

A identificagdo da fun¢io do CCR5 como
correceptor do HIV na célula CD4possi-
bilitou a revelagio de que ele é um alvo
importante para o desenvolvimento de
uma nova classe de drogas antirretro-
virais, conhecida como antagonistas de
correceptores ou bloqueadores/inibido-
res de interacio. Como exemplo destaca-
-se o firmaco Maraviroc (aprovado para
utiliza¢io pela ANVISA em 2007), uma
pequena molécula que se liga ao correcep-
tor CCR5 e causa uma mudanga em sua
conformacio estrutural, especificamente
nos sitios de interacio do HIV, levando

ao bloqueio da entrada do virus na célula

CD4.

Entretanto, a eficiéncia do Maraviroc é li-
mitada, visto que algumas cepas virais con-
seguem utilizar alternativamente o corre-
ceptor CXCR4, enquanto outras cepas sio
capazes de interagir com o CCR5 mesmo
quando esta ligado ao firmaco. Além dis-
so, hi evidéncias de toxicidade, causada
por falta de especificidade ao receptor. Ou-
tros firmacos antagonistas do correceptor
CCRS5 foram desenvolvidos, mas raramente
sdo utilizados por serem de alto custo.
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Open reading frame (ORF)
- também conhecido como
quadro de leitura aberta, é
parte de uma sequéncia do
DNA que comeca com um
codon de iniciagdo da traducao
e termina com um cédon de
parada; presume-se que seja a
sequéncia codificadora de um
gene.

Transducdo de sinal -
conjunto de estimulos
mecanicos, quimicos ou
eletromagnéticos que
desencadeiam ligacdo de um
estimulo mecénico, quimico
ou eletromagnético e que
desencadeiam uma resposta
celular especifica.

A mutacao CCR5A32 e seu
efeito protetor contra a
infeccao causada pelo HIV
em humanos

Um grande impacto nas pesquisas com HIV ocorreu em 1996,
quando os cientistas descobriram que a muta¢io CCR5 delta
32 (CCR5A32), em ambos os alelos do gene CCR5 (CCR-
5-A32/ A32), conferia protegio as células CD4 contra a infec-
¢io pelo HIV-1. Essa mutagio, de acordo o HGVS (Human
Genome Variation Society), é denominada g.8315_8346del.

O alelo CCR5-A32 ¢ encontrado predominantemente em
populagées europeias, com frequéncia génica de aproximada-
mente 10% da populagio. O alelo exibe um declinio de fre-
quéncia do norte para o sudeste da Eurdsia, com ocorréncias
raras ou inexistentes em asidticos e em populacdes nativas da
Africa, Américas e Oceania.

A mutagio CCR5A32 é caracterizada pela delecio de 32 pa-
res de bases que abrange do nucleotideo 794 ao 825 na regido
de quadro de leitura aberto (ORF open read frame) do gene.

Essa delecio gera uma mudanca na matriz de leitura (também
conhecida como mutagio frameshif ou de mudanca de quadro
de leitura) durante a tradugio, acarretando a inclusio de sete
novos aminoacidos apds o aminodcido 174 da proteina e um
término prematuro devido A formagio de um cédon de parada
ap6s o aminoacido 182 (Figura 6).

Dessa forma, o alelo mutado codifica uma proteina truncada

que contém 215 aminoacidos, em comparagio com a proteina

selvagem que contém 352 aminoécidos. A regido afetada cor-
s p

responde 4 segunda al¢a extracelular da proteina, que perde os

trés ultimos dominios transmembranares, bem como regides

importantes de interagio com a proteina G, responsével pela
transdugio de sinal extracelulares.

Além da proteina CCR5 mutada nio ser funcional, a mutagio
também afeta o local onde CCR5 é expressa nas células CD4,
passando a ser localizada no citoplasma e nio na superficie
da célula como a proteina CCR5 selvagem. Assim, o fendtipo
mutante do correceptor CCR5 confere prote¢io contra a in-
fecgio causada pelo HIV, uma vez que esse virus nio consegue
se ligar e entrar na célula CD4 do hospedeiro (Figura 7).

Com base nesses conhecimentos, os cientistas inferiram que
o transplante de medula 6ssea de um doador portador da
mutagio CCR5A32/A32, em homozigose, poderia ser um

tratamento eficiente para cura de pacientes com HIV. Essa
hipétese foi confirmada até o presente momento com dois
pacientes que foram considerados curados da infecgio pelo
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Eurasia - porcdo de massa
continental formada pela
Europa e pela Asia.

Proteina truncada - proteina
que apresenta tamanho menor
que a forma selvagem em
decorréncia de mutagoes que
acarretam no aparecimento de
um codon de parada prematuro
da traducao (mutacoes sem
sentido ou que afetam a ORF
de um gene).

Proteina selvagem - forma
normal da proteina, ndo
mutante, de um organismo;
geralmente é a forma
encontrada em maior frequéncia
na natureza.

Transplante de medula
ossea - tipo de tratamento
proposto para algumas

doencas que afetam as células
sanguineas, como as leucemias
e os linfomas. Consiste na
substituicdo de uma medula
6ssea doente por células-tronco
saudaveis, com o objetivo de
reconstituicdo da medula dssea.



HIV apés o transplante de medula dssea
provenientes de doadores portadores da mu-
tagio CCR5A32/A32. Esses pacientes sio
conhecidos popularmente como: ‘o paciente
de Berlim e o paciente de Londres”.

O paciente de Berlim, Timothy Ray Bro-
whn, foi a primeira pessoa a ser considerada
curada da infecgio pelo HIV no mundo
ap6s o transplante de medula dssea. Ele foi
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diagnosticado com HIV em 1995 e, a partir
de entio, comegou a fazer o tratamento an-
tirretroviral. Porém, dez anos mais tarde foi
diagnosticado com leucemia mieloide aguda,
ap6s tratamento quimioterdpico sem suces-
so; a alternativa utilizada para tratar o cincer
foi o transplante de medula dssea. Surpreen-
dentemente, Timothy encontrou 267 doado-
res compativeis.

CCR5
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Figura 6.

Diagrama das diferencas
apresentadas pelo gene e
pela proteina CCR5 selvagem
e a mutante CCR5A32.

llustracdo da regido da proteina

CCR5 traduzida afetada pela
mutac¢do A32. A por¢do da
proteina selvagem (CCR5)
traduzida é apresentada

na parte da superior da
imagem, enquanto a mutante
(CCR5A32), é apresentada na
parte inferior da figura. Os
nucleotideos destacados em
vermelho na sequéncia do
gene que codifica a proteina
selvagem correspondem

aos 32 pb deletados (do
nucleotideo 794 ao 825) no
alelo com a mutacdo A32. Os
aminoacidos representados
por letras vermelhas (I, K, D,
S, H, L, G) na sequéncia da
proteina mutada sao os novos
aminoacidos inseridos devido a
mudanca da matriz de leitura,
seguidos pelo cédon de parada
(stop c6don) prematuro.
Imagem: Duarte, M.J.

Devido ao grande ntimero de doadores, o
médico hematologista alemio Gero Hiitter
selecionou dentre eles um portador da mu-
tagio CCR5A32/A32. Assim, no inicio de
2007, Timothy recebeu o transplante de me-
dula 4ssea e, no mesmo dia, a terapia antir-
retroviral foi interrompida. Na recuperagio
pOs-transplante, os testes nio indicaram pre-
senca do HIV no sangue do paciente, porém,
em 2008, a leucemia reincidiu. Os médicos
entdo resolveram fazer um novo transplante
com o mesmo doador e dessa vez a leucemia
nio reincidiu e a carga viral continuou inde-
tectdvel.

Ao longo dos anos, Timothy foi testado con-
tinuamente com os métodos mais sensiveis
para detecgio do HIV e, 12 anos pds-trans-
plante, os resultados permaneceram negati-
vos para o HIV. Porém, no fim de setembro
de 2020, apés uma batalha de cinco meses
contra a leucemia que reincidiu, infelizmente
Timothy foi a 6bito.

Recentemente foi divulgado o caso do “pa-
ciente de Londres’, diagnosticado com
HIV em 2003 e a partir dai iniciou a tera-

pia antirretroviral. Em 2012, esse paciente
foi diagnosticado com o cincer Linfoma de
Hodgkin e apés ser submetido a uma qui-
mioterapia ineficaz, os médicos optaram por
realizar o transplante de medula dssea pro-
veniente de um doador portador da mutagio
CCR5A32/A32. Mais de trinta meses apds
o transplante, o cincer do paciente de Lon-
dres continua em remissio e a sorologia para
HIV permanece negativa.

Mesmo com resultados eficientes, o trans-
plante de medula éssea nio é utilizado como
tratamento usual para cura do HIV, pois é
um procedimento drduo e ariscado, que pode
colocar a vida do paciente em risco e requer
um alto investimento financeiro. Além disso,
a mutagio é rara, portanto, ¢ dificil encontrar
doadores de medula que sejam portadores da
mutagio CCR5A32/A32 e que sejam imu-
nologicamente compativeis com individuos
HIV positivos. Outro ponto importante a
ser considerado: uma vez que o HIV nio
consegue se ligar a0 CCRS5, ele pode desen-
volver mecanismos adaptativos que possibili-
tem sua ligacio ao correceptor CXCR4 para
infectar as células hospedeiras.
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CRISPR - do inglés, Clustered
Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats, ou seja,
Repeticoes Palindromicas Curtas
Agrupadas e Regularmente
Inter espagadas; mecanismo
molecular de protegao do
genoma bacteriano que tem
sido utilizado em laboratério
como técnica de edicdo
gendmica, que possibilita

a inducdo de mutacoes
especificas e permanentes no
DNA.
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Ja em 2019, um pesquisador chinés chamou a atencio da
comunidade cientifica e da sociedade quando, por meio de
uma noticia, revelou a0 mundo que deu origem em laboraté-
rio a duas criangas gémeas do sexo feminino portadoras da
mutagio CCR5A32/A32, usando a técnica de edi¢io génica
(CRISPR). Essa pesquisa nio foi publicada em revista cienti-
fica especializada, onde deveria ter sido submetida 4 anilise de
outros especialistas e gerou um conflito bioético pois a edigio
génica em humanos nio possui autorizagio legal para ser rea-
lizada.

Estudos cientificos demonstram também que, apesar da mu-
tagio CCR5A32/A32 conferir protecio contra o HIV, indi-
viduos portadores dessa mutagio podem apresentar um pior
progndstico em casos de doengas inflamatérias. Além disso,
a mutagio causa um aumento no risco de morte em caso de
infeccio pelo virus do Nilo ocidental e/ou da influenza, e

Virus do Nilo ocidental -
retrovirus transmitido para
humanos principalmente por
mosquitos do género Culex sp;
causa a febre do Nilo Ocidental,
uma doenca febril aguda.

também uma maior predisposi¢io para o desenvolvimento
de problemas 6sseos. Embora a técnica de CRISPR tenha o
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Figura 7.

Efeito protetor da mutacao
CCR5A32 na célula CD4 contra
a infeccao causada pelo HIV.
Demonstracdo do mecanismo
de interacdo e ligacdo dos
receptores da célula CD4 CCR5
selvagem (esquerda) e CCR5A32
mutante (direita) com o HIV.

A mutacdo CCR5A32 gera uma
proteina CCR5 nao funcional
que, ao invés de ser exportada
para a superficie da célula CD4
e atuar como correceptor do
HIV, localiza-se no citoplasma e,
consequentemente, o virus nao
conseque interagir e entrar na
célula hospedeira, conferindo
assim um fenotipo protetor
contra a infeccao causada

pelo HIV ao individuo com a
mutacao. Imagem: Duarte, M.J.



Off-targets - alteracoes
genéticas inespecificas e nao
intencionais que podem surgir
na sequéncia de nucleotideos
do DNA, causadas por meio da
utilizacdo da técnica CRISPR.

potencial de edi¢io génica que possibilita a
geracio de mutagdes pontuais e especificas
no DNA, é relevante outra questio: ela pode
gerar também mutacdes indesejadas (conhe-

cidas como off-targets) e causar danos seve-

ros ao organismo.

Dessa forma, a possibilidade da utilizagio
da técnica de CRISPR em humanos deve
considerar duas premissas importantes: a
primeira, o pesquisador deve conhecer todas
as consequéncias da mutagio gerada, tanto
as positivas quanto as negativas. A segunda,
garantir que nio serdo gerados off-targets,
evitando assim o surgimento de mutagdes
indesejadas. Por tanto, apesar da técnica
CRISPR ser promissora, os cientistas ressal-
tam que, atualmente, é necessirio que sejam
estabelecidas normas para seu uso e suas
aplicagdes, regulamentando o que é permiti-
do ou nio, a fim de garantir uma aplicagio de
forma racional e segura.

Conclusao

A descoberta de que o gene CCRS codifica
um correceptor na célula CD4, que é essen-
cial para a infecgio pelo HIV, trouxe contri-
bui¢des importantes para o entendimento
sobre a patogénese desse virus. Além disso,
a evidéncia de que individuos homozigo-
tos para a mutagio CCR5A32 apresentam
um fendtipo que confere protegio contra a
infeccio pelo HIV abriu e continua abrin-
do perspectivas para novas possibilidades
terapéuticas contra o virus, seja por meio
do desenvolvimento de novos firmacos, do
transplante de medula a partir de doadores
portadores da mutagio CCR5A32/A32, ou
até mesmo a possibilidade de terapia génica.
Desta maneira, os estudos que abordam o
gene CCRS contribuem para o desenvolvi-
mento de novas abordagens de tratamento e
protegio contra a infecgio pelo HIV.
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