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RESUMO

Esta revisdo aborda recentes descobertas que esclareceram a natureza das moléculas
acessorias obrigatoriamente utilizadas pelo HIV para infectar células humanas, elucidando
mecanismos de resisténcia a infecgdo e abrindo perspectivas de novos alvos para drogas e
vacinas. Um ano ap6s a descoberta do HIV, a molécula CD4 foi identificada como receptor
primario utilizado no processo de infecgdo dos linfécitos T. Entretanto, h4 mais de uma década
se sabia que s6 esta molécula ndo era suficiente e que o HIV precisava de moléculas adicionais,
ou co-receptores, para permitir a infecgdo da célula-alvo. Em 1996, vérios grupos de pesquisa
descobriram que receptores para citocinas quimiotéticas, denominadas quimiocinas, atuam como
co-receptores, para a penetragdo do HIV na célula-alvo e o inicio do seu ciclo replicativo.
Existem pelo menos 4 familias de quimiocinas, 2 das quais bem caracterizadas: o quimiocinas
(CXC) e seus 4 receptores descritos (CXCR-1 a 4) e B quimiocinas (CC) e seus 8 receptores
correspondentes (CCR-1 a 8). O receptor CXCR4 foi o primeiro co-receptor descrito para cepas
de HIV com tropismo para linfécitos T CD4". Logo em seguida, o receptor CCR-5 foi
identificado como o co-receptor utilizado por cepas de HIV com tropismo para macréfagos. No
inicio da infec¢do predominam cepas de HIV que utilizam CCR-5 para infectar macréfagos que
lentamente evoluem para cepas que preferem CXCR-4 e infectam linfocitos T CD4", sendo
provavelmente responséveis pela deplegdo dessas células observadas na fase avancada da
infecgdo. Uma mutagdo, em homozigose ou heterozigose, constituida de delego de 32 pares de
base no gene CCR-5, contribui em diferentes graus para a resisténcia ao HIV em individuos
expostos € ndo infectados. A descoberta das quimiocinas e seus receptores, como moduladores
do ciclo replicativo do HIV, iniciou uma era, abrindo perspectivas de novas abordagens
profiléticas e terap@uticas para a infecgdo pelo HIV.
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GLOSSARIO

HIV: (Human Immunodeficiency Virus) Virus da Imunodeficiéncia Humana
NASBA: (Nucleic Acid Sequence — Based Amplification) Amplificagdo
Baseada na Seqiiéncia de Acidos Nucléicos.

LINFOCITOS T CD4 / CD8: Subpopulagdes de linfécitos T humanos com
distintas moléculas marcadoras na superficie celular (CD4 ou CDS8) e
diferentes fungdes na resposta imune.

RANTES: (Regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted).
Quimiocina expressa e secretada por célula T normal e regulada por ativagao.
MIP: (Macrophage Inflammatory Protein) Proteina Inflamatéria de
Macroéfago.

SDF: (Stromal Cell — Derived Factor) Fator Derivado de Células Estromais.
KNOCKOUTS: animais nos quais um gene endégeno para uma proteina
particular foi deletado ou mutado para n3o ser funcional.

INTRODUCAO

Desde a sua descrigdo em 1981, a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA-AIDS) tem causado impacto de enormes proporgdes nos
paises em desenvolvimento. Segundo fontes das Nagdes Unidas, 16 mil
novos casos de infec¢do pelo HIV devem ocorrer por dia, totalizando 5,8
milhdes de novos casos por ano. Noventa por cento desses ocorrem nos
paises em desenvolvimento, onde, em 1ltima instincia, quase todas pessoas
infectadas sucumbem a AIDS ou a infecgdes oportunistas. Em menos de 20
anos, mais de 40 milhdes de pessoas se infectaram com o HIV, o que
conseqilentemente causara a orfandade de 9 milhdes de criangas (20).

Este artigo revisa recentes avangos cientificos que permitiram
compreender ndo s6 como o HIV infecta as células humanas, como também
por que alguns individuos sdo resistentes a infecgdo. Estas descobertas
representam a convergéncia de avangos multidisciplinares nas areas de
imunologia, biologia celular e molecular e epidemiologia e responderam a
um dos maiores mistérios da pesquisa da AIDS. O termo HIV utilizado nesta
revisdo se refere ao HIV 1, o virus responsavel pela maior parte dos casos de
AIDS no mundo. O HIV 2 causa AIDS mais lentamente e é restrito a certas
dreas da Africa.

Existem poucos precedentes na histéria da biologia e da medicina de
igual velocidade de progresso cientifico como na éarea do HIV.
Impressionante também é a velocidade na qual estes avangos estdo sendo
aplicados para preveng#o e tratamento da infecgdo. Conhecemos mais sobre a
biologia deste virus recém-descoberto e sobre a infec¢do causada por ele do
que sobre a maioria dos outros microorganismos e suas infecgdes.
Atualmente os pacientes HIV+/AIDS s3o monitorados por exames
sofisticados e caros para quantificar os linfécitos T CD4”, por citometria de
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fluxo e a viremia, por amplificagdo do préprio material genético do HIV ou
de sinais oriundos deste — exame de carga viral (através de PCR — Reagdo em
Cadeia de Polimerase, NASBA, DNA ramificado). O progresso alcangado na
area do HIV/AIDS que apresentaremos a seguir exemplifica o poder da
medicina molecular aplicada para a elucidag@o dos genes virais, moléculas e
mecanismos patofisiol6gicos, dindmica viral e genética da infecg@o.

Em 1983 um grupo multidisciplinar, incluindo o virologista francés
Luc Montaigner, isolou pela primeira vez o Virus da Imunodeficiéncia
Humana, HIV, causador da AIDS (4). Um ano depois pesquisadores
franceses e britdnicos partilharam o crédito da identificagdo da molécula CD4
como o receptor primario, usado pelo HIV para ancorar nos linfécitos T, suas
principais células-alvo (9,15). Os conhecimentos acerca da infecgdo pelo HIV
indicavam que ela se dava através da interagdo das glicoproteinas virais do
envelope, a glicoproteina transmembrana gp41 associada a gp120, com a
molécula CD4 na célula-alvo. Entretanto, ha mais de uma década se sabia
que sé a molécula CD4 ndo era suficiente para abrir a porta de entrada do
HIV na célula-alvo e que o virus precisava de moléculas adicionais, ou co-
receptores para a infecg3o.

Virios grupos de pesquisa americanos, em 1996, descobriram que os
receptores para quimiocinas atuam como co-receptores, juntamente com o
CD4, para a penetragdo celular e para o inicio do ciclo replicativo do HIV,
constituindo um dos maiores avangos cientificos anunciados na década
passada (7,11,14). Rapidamente as quimiocinas sairam da obscuridade para a
celebridade na comunidade cientifica internacional.

As quimiocinas, citocinas quimiotaticas, sdo pequenos polipeptidios
de 8-10kd que induzem a quimiotaxia de diferentes tipos de leucocitos para
4reas lesadas ou infectadas. Pertencem a uma grande classe de mensageiros
intercelulares que carrega sinais regulatérios de célula para célula. Sdo
ativamente produzidas em sitios de processos inflamatorios por diferentes
tipos celulares. As quimiocinas sdo classificadas em familias de acordo com a
posi¢do de seus residuos de cisteina na regido amino terminal. Existem pelo
menos quatro familias de quimiocinas, duas das quais bem caracterizadas: as
o e B quimiocinas. As o quimiocinas apresentam um aminoacido separando
as duas cisteinas terminais (CXC). Nas  quimiocinas os dois primeiros
residuos de cisteina sdo adjacentes um ao outro (CC). Na familia das o
quimiocinas (CXC) existem quatro receptores descritos — do CXCR-1 a
CXCR-4 e estes ligam-se com as quimiocinas CXC. Na familia das P
quimiocinas (CC) existem oito receptores — CCR-1 a CCR-8 —, os quais
interagem com quimiocinas CC. Os receptores para quimiocinas sdo
expressos em diferentes tipos de leucdcitos. A interagdo dos receptores € suas
quimiocinas ativam miltiplas vias sinalizadoras intracelulares, pois os
receptores atravessam sete vezes a membrana celular e estdo associados a
proteina G. Esta interag@o culmina em ativagdo celular e migragéo (1,17).
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Embora a primeira quimiocina tenha sido descrita ha
aproximadamente uma década, estas proteinas ndo mereceram muita ateng?o,
até a publicagdo do grupo do pesquisador norte-americano Robert Gallo em
1995 (8). Este grupo foi o pioneiro nesta area, relatando pela primeira vez
que as B quimiocinas — a saber: Rantes, MIP 1o e MIP 1B, produzidas por
linfécitos T CD8" — reduzem drasticamente a replicagdo de certas cepas de
HIV-1 in vitro, sugerindo que estas células podem atuar também in vivo
através da produgdo de fatores supressores de HIV (HIV SF). Na época, o
mecanismo inibitério das B quimiocinas na replicagdo viral ndo era
conhecido.

O quebra-cabegas s6 foi completado em maio de 1996, quando o
grupo de Edward Berger descreveu o primeiro co-receptor para o HIV,
denominado originalmente fusina, por mediar a fusio de virus livre ou
células viralmente infectadas com linfécitos T CD4" (14). Posteriormente, a
fusina foi identificada como a molécula CXCR-4, receptor para o
quimiocinas, cujo ligante natural é a quimiocina “SDF-1" (6). Em outras
palavras, a entrada do HIV nas células T, além da molécula de CD4, utiliza
receptores de quimiocinas como CXCR-4 que age como co-receptor para o
HIV e permite interagdo entre o virus e a superficie da célula-alvo.

Em junho de 1996, cinco grupos de pesquisa, incluindo o de Edward
Berger, relataram simultaneamente que isolados de HIV primarios utilizam
um receptor de B quimiocina, o CCRS, como porta de entrada na célula-alvo
(2,7, 11, 12, 13). Tal relato permitiu a compreensdo completa dos resultados
do grupo de Gallo. RANTES, MIP la e MIP 1 sdo os ligantes naturais de
CCRS e por competirem com o HIV pelo mesmo receptor podem ter um
efeito inibitorio na replicagdo viral, como descrito originalmente por Robert
Gallo.

Assim ficou esclarecido que o processo de infecgdo pelo HIV
envolve a interagdo do complexo gp41- gp120/ CD4 com o co-receptor
CXCR-4 (ou CCR-5) na membrana da célula-alvo (fig.1). Essa interagdo
induz uma nmudanga conformacional da gp 41, que possui peptideos
fusogénicos na regido N-terminal, que participam diretamente no processo de
fus@io das membranas do virus e da célula-alvo.

Em junho de 1998, apés 10 anos de tentativas, foi obtida pela
primeira vez a estrutura cristalografica de CD4-gp120, descrevendo o sitio
combinatério de gp120 para CCRS (21).
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Figura 1. Interagdo entre o HIV (em azul e laranja) e sua célula-alvo, o
linfécito T CD4" (em verde). A glicoproteina externa do envelope
viral gp 120 (em laranja) ancora-se ao envelope viral via gp 41
(em branco). A entrada do HIV requer interacdo seqiiencial da
glicoproteina viral gp 120 (em laranja) com a molécula CD4 (em
amarelo) e o co-receptor CXCR4 (em roxo) na superficie do
linfécito T.
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Influéncia dos co-receptores no citotropismo do HIV

Isolados de HIV individuais variam nos seus citotropismos para
infecgio de diversos tipos de células CD4". Diferentes citotropismos estdo
associados com distintos co-receptores, CXCR-4 e CCR-5. Esses co-
receptores, por facilitarem a entrada nas células, determinam o tropismo viral
(24). CXCR-4 é o co-receptor para cepas HIV que infectam linhagens de
células T — “cepas T trépicas”, algumas vezes, denominadas de cepas
indutoras de sincicio. CCRS é o co-receptor para isolados de HIV primérios
que infectam macréfagos e células T ativadas — “cepas M-trépicas” ou
também cepas ndo indutoras de sincicio.

Estes distintos citotropismos, embora ndo absolutos, podem mudar
in vivo trazendo profundas implicagdes para a transmissdo viral, patogénese e
progressio da doenga. As “cepas M-trépicas” sdo responsaveis pela
transmissdo sexual do HIV, predominando apds a soroconversdo € durante a
fase assintomatica. Precocemente na infecgdo, o HIV infecta os macréfagos,
ligando a sua glicoproteina gp120 com dois receptores nessas células, CD4 e
CCRS5. Uma vez dentro dos macr6fagos, o HIV insere seu material genético
no genoma da célula do hospedeiro, assegurando a transferéncia dos genes
virais para toda nova gerago de células, cada vez que essas se replicarem.
No decorrer da infecgdo, esses isolados de HIV lentamente evoluem para
cepas “T-trépicas” mais virulentas, que se replicam mais agressivamente.
Essas cepas preferem o co-receptor CXCR-4 e predominam nos estagios
avangados da doenga, sendo provavelmente as responséveis pela deplegdo
dos linfécitos T CD4", observada na AIDS avangada. Antecedendo o
aparecimento das cepas T-trépicas, podem ocorrer cepas com duplo tropismo,
que mantém a capacidade de infectar macréfagos. Essa transig¢do no tropismo
do HIV do macréfago para linfécitos T CD4" indica uma adaptaggo viral do
receptor CCR-5 para CXCR-4 e parece ser um passo decisivo na progressdo
da infecgdo assintomitica para AIDS (18). Recentemente foi apresentada
uma nova proposta de classificagdo do HIV, baseada nos diferentes co-
receptores utilizados para infecgdo das células-alvo (5).

Importéncia dos co-receptores na resisténcia a infecgdo

Gragas também & descoberta da natureza dos co-receptores do HIV,
em agosto de 1996, comegaram a surgir publicagdes que permitiram entender
a observagdo de epidemiologistas sobre a existéncia de raros individuos
repetidamente expostos ao HIV e que ndo se infectaram (19, 22). Um alelo
mutante de CCR-5 (ACCR-5) com delegdo de 32 pares de base foi detectado
em alta freqUiéncia na populagdo de caucasianos e ausente em populagdes do
oeste ¢ centro africanos e do Japdo. Esta mutagdo leva a auséncia do co-
receptor CCR-5 na superficie celular e, conseqiientemente, inviabiliza a
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penetragdo de cepas de HIV que utilizam o co-receptor CCR-5. Virios
trabalhos, a partir de entdo, confirmaram que individuos homozigotos para
essa delegdo sdo extremamente resistentes, enquanto os heterozigotos
apresentam resisténcia parcial ou progressdo mais lenta para AIDS (10, 16,
23). CCR-5 mutante em homozigose ou heterozigose confere diferentes graus
de resisténcia a infecgdo pelo HIV. Em outras palavras, se o co-receptor, que
funciona como uma chave, estiver ausente ou alterado, o invasor tem
problemas para penetrar.

Recentemente, outras mutagdes genéticas foram descritas, dentre
elas, um gene mutante para a quimiocina “SDF-1”, ligante natural de CXCR-
4, que determina progressdo mais lenta para a AIDS do que em pacientes
com a versdo normal do gene (25).

Co-receptores e novas perspectivas terapéuticas

Os individuos portadores da mutagdo de CCR-5 sdo aparentemente
sauddveis, indicando a possibilidade de os co-receptores se bloquearem
artificialmente sem prejuizo para o paciente. Esta constatagdo teve alto
impacto cientifico e comercial, incentivando uma disputa acirrada entre as
grandes companhias farmacéuticas na busca de novos tratamentos e vacinas.
Essa nova perspectiva baseia-se na ocupagdo do co-receptor CCR-5 por
agonistas, antagonistas, anticorpos ou, ainda, por versdes modificadas de
quimiocinas destituidas de atividade inflamatéria. Os receptores para
quimiocinas funcionam como uma chave abrindo a célula-alvo para a
infecgdo pelo HIV, de forma que, quando o co-receptor for ocupado pela
quimiocina original, modificada ou ainda uma droga, o HIV ndo infecta a
célula-alvo.

Tentativas experimentais de se obter um modelo animal destituido
de CXCR-4, através da tecnologia dos knockouts, indicam que esses animais
apresentam severas anormalidades de desenvolvimento que inviabilizam o
seu nascimento (3).

Atualmente mais de uma duzia de co-receptores para o HIV foram
identificados laboratorialmente, todavia o papel e a importdncia destas
moléculas na AIDS ainda n3o sfo conhecidos. Existe um consenso sobre a
importancia capital dos dois primeiros co-receptores descritos: CXCR- 4 ¢
CCR-5. Quanto a releviancia dos outros receptores recentemente
caracterizados, existem indicagdes de que provavelmente desempenhem
apenas papel secundério na doenga (3).

Conclui-se, portanto, que a descoberta das quimiocinas, como
moduladoras do ciclo replicativo do HIV, e a subseqiiente identificagdo dos
receptores de quimiocinas como co-receptores essenciais para infecgdo,
iniciaram uma nova era no entendimento da imunobiologia do HIV. A partir
desses novos conhecimentos, acumulados no decorrer dos ultimos dois anos,
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surgem promessas de novas abordagens terapéuticas e preventivas para o
bloqueio da infecgdo pelo HIV.

SUMMARY
Understanding how HIV infects human cells: Chemokines and their receptors

This review refers to very recent and strikingly important
discoveries that have explained the nature of accessory molecules required by
HIV to infect human cells, providing information about mechanism of host
resistance and opening perspectives for new drug and vaccine targets. One
year after the discovery of the HIV, the CD4 molecule was identified as the
primary receptor used by the virus to infect T lymphocytes. However, for
more than a decade there has been a long and difficult search for the co-
receptors, since it was known that CD4 alone was not enough to promote
infection of target cells. In 1996, several research groups discovered that
receptors for chemokines, chemotactic cytokines, function as coreceptors,
together with CD4 molecules allowing infection of target cells. Chemokines
are classified into four distinct families, two of them well described: the o
chemokines (CXCR) with 4 receptors (CXCR-1) to 4) and the chemokines
(CC) and their 8 receptors (CCR-1 to 8). The first HIV coreceptor
characterized was the receptor CXCR-4 that permits infection of CD4+ T
lymphocytes. Soon after this, the coreceptor that allows infection of
macrophages was identified as the CCR-5 molecule. During early stages of
infection, HIV strains which have tropism for macrophages and use CCR-5
prevail and these strains slowly evolve to strains that have tropism for CD4”
T lymphocytes infecting them through CXCR-4. These strains are probably
responsible for the depletion of CD4" T lymphocytes observed in advanced
stages of the disease. Exposed-uninfected subjects may be homozygous or
heterozygous for a mutant CCR-5 allele with a 32 base pair deletion, which is
not compatible with CCR-5 expression on cell surface, suggesting a
protective effect. These recent discoveries altogether start a new era of hopes
with different targets for prophylactic and therapeutic interventions against
HIV/AIDS.

KEYWORDS: HIV/AIDS. Coreceptors. Chemokines.
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