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Resumo

As quimiocinas sdo citocinas envolvidas no processo de atracdo de leucdcitos aos sitios de
inflamacdo, atuam também no desenvolvimento dos 6rgios, na angiogénese, na mobilidade de
células tronco, na recirculacdo dos leucdcitos, na regulacdo e no desenvolvimento imunolégico
e hematopoiético. Muitos polimorfismos nos genes que codificam as quimiocinas e seus
receptores t€m sido descritos em diferentes populagdes, o que poderia interferir na regulacio da
expressdo génica. Sugerindo desta forma um importante papel destas moléculas na
susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas infecto-contagiosas. Desta forma o presente
estudo teve como objetivo avaliar a incidéncia do alelo variante do polimorfismo de quimiocina
CCR5-D32, em individuos saudaveis de ascendéncia asiatica. As amostras utilizadas foram de
sangue periférico, das quais foi extraido o DNA para andlise molecular do polimorfismo por
meio da técnica de PCR. Os dados foram avaliados estatisticamente pelo programa SPSS
Statistics 17.0, adotando o nivel de significancia de p<0.05, onde observou-se que 100% dos
individuos sdo selvagens para a delecdo de 32 pares de bases, demonstrando a auséncia deste
polimorfismo em individuos brasileiros descendentes de asidticos. Porém devido ao baixo
numero de amostras avaliadas sdo necessdrios mais estudos para comprovagao.
Palavras-chave: CCR5A32, HIV, epidemiologia.
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Abstract

Chemokines are cytokines involved in leukocyte attraction to sites of inflammation, in organs
development, in angiogenesis, on the mobility of stem cells, in the recirculation of leukocytes,
and in immune and hematopoietic development. Many polymorphisms in the genes encoding
chemokines and their receptors have been described in different populations, which could
interfere in gene expression regulation, suggesting an important role of these molecules in
infectious diseases susceptibility. This study aimed to evaluate the incidence of the variant allele
of the chemokine receptor 5 A32 polymorphism, in healthy Asian descents. DNA was extracted
from peripheral blood for molecular analysis of CCRS polymorphism by PCR technique. The
data were statistically analyzed using SPSS Statistics 17.0 software, adopting the significance
level of p <0.05. It was observed that 100% of all individuals analyzed are wild type for 32bp
deletion, demonstrating the absence of this polymorphism in Brazilians Asian. However a small
sample number was assessed, so further studies are necessary to corroborate these results.

Key words: CCR5A32, HIV, epidemiology

INTRODUCAO

Quimiocinas sdo pequenas proteinas que estdo entre os maiores mediadores da
migracdo leucocitdria para o sitio da inflamacdo. Elas promovem a migracao
quimiotdtica de linfdcitos, a partir de sua ligacdo com receptores especificos presentes
na membrana destas células V. As funcdes das quimiocinas sdo mediadas através de
receptores de quimiocinas transmembrana expressos na superficie de varias células. No
caso do CCRS, sua expressao ¢ mais comum entre certos tipos celulares,
especificamente linfécitos Thl e macréfagos, levando a resposta imune do tipo Thl
com a produgdo de interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral beta (TNF-B), e
interleucina 2 (IL-2) @

Os receptores de quimiocinas CCRS sao expressos em células T ativadas e
estas tém perfil de citocina tipo Thl @ Entretanto as quimiocinas S0 muito menores
que as citocinas e desempenham sua atividade via receptores com sete a-hélices
transmembrana acoplados a proteina G, os quais sdo tipicos para atracdo de leucdcitos
O gene que codifica 0 CCR5 estd localizado na regido p21.3 do cromossomo 3
humano. Outros genes de receptores de quimiocinas estdo proximos desta regido. CCR5
€ um dos receptores da familia de quimiocinas CC (o qual se liga as quimiocinas CCL3,
CCLA4, CCLYS) presente principalmente em células do sistema imune como linfécitos e
macréfagos. Tem a fungdo de encaminhar estas células ao sitio de inflamagdo.

Alguns estudos mostram que os individuos homozigotos para o alelo com a
delecdo sdo resistentes a infeccdes que tem tropismo por macréfagos. O HIV utiliza
receptores de quimiocinas como seus co-receptores obrigatérios para sua entrada nas
células; uma vez que sua gpl20 liga-se ao CD4, provocando uma mudanca
conformacional, o que permite que haja uma interacao subseqiiente com o receptor de
quimiocina e conseqiiente fusao de suas membranas. O CXCR4 € um co-receptor para
cepas do HIV tipo 1 (HIV-1) que infecta linhagem de células T (cepas T-trdpicas), e o
CCRS € um co-receptor para HIV-1 que infectam macréfagos e células T ativadas
(cepas M-tropicas). RANTES (quimiocina que regula expressdo e secre¢do por
linfécitos T) e MIP-1a e MIP-1 (proteinas inflamatérias de macréfagos -1a e 1B), os
quais sdo ligantes para CCRS, e o CXCL12 um ligante para CXCR4, bloqueiam a
entrada do HIV M-trépico e T-trépico respectivamente, nas células ¢,
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Em uma rédpida sucessdo de estudos epidemiolégicos, identifica-se a existéncia
de um alelo mutante para o gene CCRS, que carrega uma delecdo de 32 pares de bases
(A32), sendo denominado CCR5A32 ©. Esta variante resulta em uma forma ndo
funcional de receptor, impedindo a sua interacio com suas quimiocinas ligantes 7.

Em descendentes asidticos a delecdo do CCRS5A32 € pouco frequente,
entretanto como o Brasil € um pais que apresenta grande diversidade étnica devido as
imigracdes, e levando em consideracdo a grande importancia da deleciao na resisténcia
do individuo a infec¢dao pelo HIV, o presente trabalho avalia a incidéncia da delecdo
entre descendentes asidticos na regido de Maringa — PR.

MATERIAIS E METODOS

Sujeitos

Este trabalho foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEP) e aprovado de acordo com parecer n°088/2011 o qual se encontra de
acordo com os principios éticos na Experimentacdo Humana adotada pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) pela Resolucio MS/CNS n°196/96 do
Ministério da Saude (MS).

A pesquisa da delecdo foi realizada em 15 individuos sauddveis, descendentes
asidticos, em ambos os sexos, com idade superior a 18 anos, que se propuseram a
participar voluntariamente deste estudo apds convite, mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Os sujeitos foram abordados na Instituicdo de
ensino superior, ou mesmo em outros ambientes de convivio social, onde foram
convidados a participar da pesquisa como colaboradores, foram informados sobre os
objetivos da pesquisa e sobre a coleta de SmL sangue periférico e também sobre a ndo
necessidade de estar em jejum para a coleta do material.

Local

A coleta das amostras de sangue periférico foi realizada no Centro
Universitario de Maringd, no laboratério de andlises clinicas. E o processo de
identificacdo genética no laboratério de biologia molecular da referida institui¢do de
ensino superior.

Procedimento

O DNA gendmico foi obtido a partir de amostras de sangue periférico dos
pacientes em estudo. A técnica utilizada consistiu basicamente no rompimento
enzimatico de membranas celulares, eliminagdo de proteinas e 4cidos graxos por acao
de solventes orginicos e precipitacio do DNA com etanol %'V com algumas
modificacdes. A integridade do DNA foi analisada rotineiramente por uma eletroforese
a 100V, em gel de agarose 1%.

Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Os iniciadores para CCRS5 utilizados para a amplificacio do DNA foram
sintetizados de acordo com a sequéncia GenBank AF009962. Primer sense: 5' ACC
AGA TCT CAA AAA GAA 3, Primer anti-sense: 5' CAT GAT GGT GAA GAT AAG
CCT CA 3.

A condi¢do da reacdo de amplificacdo foi realizada em ciclos no termociclador

"PCR Sprint-ThermoHybaid" que consiste em temperatura inicial de desnaturacdo, 94 C
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o

por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de um minuto a 94 C, para desnaturacdo, um
o
minuto a 58°C, temperatura de anelamento, e um minuto a 72 C para extensao das fitas,

o
com extensao final de 10 minutos a 72 C.
Todas as reagdes efetuadas tiveram um controle negativo (auséncia de DNA) a
fim de assegurar a auséncia de contaminacao.

RESULTADOS

Neste trabalho foram avaliadas as amostras de 15 individuos descendentes
asidticos, sauddveis, com idade entre 18-79 anos, de ambos os sexos (Tabela 1), para a
andlise de seus gendtipos. A idade média dos individuos foi de 46,4 + 23,12 anos de
idade com um valor de mediana de 43 anos.

A maioria dos individuos envolvidos neste estudo pertencem a terceira geragao
de descendentes asidticos correspondendo a 46,7% (7/15) dos individuos. E apenas um
individuo (6,66%) relatou apresentar hdbito tabagista.

Tabela 1. Caracteristicas demogréficas da populacao.

%
SEXO F 7 46,66
M 8 53,33
GERACAO 1 4 26,7
2 3 20,0
3 7 46,7
4 1 6,7
TABACO N 14 93,33
01 6,66

Os possiveis gendtipos, para o gene CCRS, avaliados neste estudo sao
CCRS/CCRS (selvagem), CCR5/A32 (heterozigoto), e A32/A32 (homozigoto). Sendo
que neste trabalho os 15 individuos avaliados ndo apresentaram a dele¢ao o genétipo,
sendo entdo representativos apenas em CCR5/CCRS (selvagens).

A distribuicdo genotipica foi avaliada pela técnica de PCR seguida de
eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, na qual foram observados fragmentos
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eletroforéticos de 225pb para o gendtipo selvagem, caso algum individuo tivesse
apresentado o gen6tipo CCRS5/A32 este teria apresentado um fragmento de 225pb e
outro de 193pb e o individuo A32/A32 teria apresentado um unico fragmento de 193pb

(Figura 1).
L 1
E —
L I
—d

FIGURA 1. Perfil Eletroforético dos fragmentos do gene CCRS5 analisados. (B) Branco, (L) Ladder
100pb, (1, 2 e 3) produtos do PCR CCRS5/CCRS. Gel de Poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata.

DISCUSSAO

Quimiocinas sdo citocinas quimiotéticas, que tem a funcdo de mensageiros
intracelulares, as quais carregam sinais regulatorios de células para célula. Sao
produzidas por vdrios tipos celulares e estdo presentes principalmente em processos
inflamatérios, onde a presenca de leucdcitos € essencial na resposta do hospedeiro
durante a infec¢do '?. Foram inicialmente identificadas como citocinas quimioatrentes
no contexto do trifico de leucdcitos para locais de inflamagdo, mas o seu papel
biologico ndo € limitado a quimiotaxia. Quimiocinas mostraram-se envolvidas em
outras func¢des bioldgicas, na angiogénese, hematopoiese, desenvolvimento embrionério
e metastase. Receptores de quimiocinas como CCRS tem o papel preponderante para a
entrada viral e replicagdo das células, isso pela resisténcia a infeccdo pelo HIV-1 de
(ig()iividuos que falta CCRS devido a uma delecdo de 32 pares de bases no gene CCRS

O alelo CCR5A32 ¢ comum entre Europeus caucasdides (frequéncia alélica
0,05 - 0,15), porém raro ou ausente na maioria dos outros grupos étnicos, como nativos
africanos e amerindios "*'®. A auséncia desta variante também foi relatada na
populacdo nativa da América do Sul, em populacdes nativas da Amazonia Brasileira
(18200 & também em Asidticos 214

Na patofisiologia do HIV os receptores de quimiocinas sd@o importantes que se
tornaram aparentes quando se descobriu um polimorfismo para CCRS, o qual poderia
explicar porque certos pacientes com alto risco para infec¢do por HIV-1 permanecem
ndo infectados **®. Pessoas que sdo homozigotas para a delecdo de 32 pares de bases
no gene para 0 CCR5 ndo tém a sintese de proteinas CCRS funcionais, € as mesmas nao
sdo encontradas dentre os pacientes HIV positivos. Além disso, células de pessoas com
esta mutacdo podem conferir resisténcia a infeccdo por HIV-1 "in vitro” ®.

Biosaitide, Londrina, v. 15, n. 1, 2013



17

Foi observado também que pessoas heterozigotas para tal delecao apresentam
uma progressdo mais lenta na infec¢do pelo HIV-1 do que os individuos onde ndo ha
constatacdo desta mutacdo. Este fato pode ocorrer devido a existéncia de uma
associagdo entre a gp120 e o CD4 e o receptor para quimiocina antes do HIV infectar as
células, apesar do mecanismo molecular implicado na fusdo celular com o virus ndo
estar totalmente elucidado @%*72%29),

Na populagdo brasileira, caracterizada por uma intensa miscigenagdo, a
frequéncia de individuos com o gendtipo selvagem, CCRS5/CCRS, foi de 93% e a de
individuos heterozigotos, CCR5/A32, de 7% @0

Investigou-se o alelo CCR5A32 em 18 populagdes européias. A populacdo de
maior frequéncia foi a da Finlandia (16%) e a de menor foi a da Sardenha (4%) @b,
Esses alelos foram encontrados, respectivamente, em somente 2 e 1,5% dos
cromossomos que carregavam o alelo selvagem (CCR5/CCRS). A partir desses dados,
concluiu-se que muitos e nao todos os alelos CCR5A32 originaram-se de uma mutagao
simples e que este evento provavelmente teve origem recente (~1000 anos atrds) no
Nordeste Europeu.

O alelo CCRS5 possui uma frequéncia de 0,092 em populagdes caucasianas, mas
estd ausente em populacdes negras da Europa Ocidental, Africa Central e em
populacdes Japonesas G A frequéncia do alelo mutante varia entre 0s caucasianos
europeus, revelando um declinio desde o Norte até o Sul, alcancando niveis
imperceptiveis na Ardbia Saudita ®®. Para o estudo da mutacfo na India, estudaram 100
individuos normais e identificaram um individuo heterozigoto para a delecdo “*.

Em um estudo com 1.438 individuos pertencentes a 40 grupos étnicos da India,
verificou-se que o alelo CCR5A32 foi ausente em muitos grupos, mas estava presente
em algumas populacdes do norte e do oeste G Os autores sugeriram que o alelo
poderia ter sido introduzido pela heranga caucasiana, consistente com o fato histérico de
que imigrantes caucaséides da Asia Central e da Europa Ocidental que teriam entrado
na India.

Desta forma, os dados encontrados no presente estudo estdo em concordancia
com os dados apresentados por diversos autores, como Samson et al. (1996) que
relataram a auséncia deste polimorfismo na populacio japonesa(32) e também com
Husain et al (1998) e Majumder e Dey (2001) que observaram baixissima incidéncia do
alelo variante na populagdo do sudeste asidtico®**”. Assim, como com os dados
apresentados por Tan et al. (2010) que observaram uma frequéncia do alelo variante de
0,03, relatando uma incidéncia de 93,3% (222/238) de individuos selvagens 6,3% de
heterozigotos (15/238) e 0,4% (1/238) de homozigotos®?.

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a delecdo A32 do gene CCRS foi ausente
em individuos brasileiros descendentes de asidticos da regido norte do Parand. Contudo
o nimero de amostras avaliadas foi baixo, necessitando, portanto de mais estudos para
corroborar os dados encontrados no presente estudo.
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