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RESUMO

Para entrar na célula alvo o HIV-1 requer a presenga da molécula CD4 que age como receptor e
de uma segunda molécula ou co-receptor que, na maioria de casos, € um receptor de quimiocina.
Entre os receptores de quimiocina, o CCRS5 e o CXCR4 s@o os co-receptores principais para a
entrada de HIV. Uma delecdo de 32 pares de bases no gene que codifica o receptor CCR5
impede a perfeita ligacdo do virus a célula alvo. O objetivo deste trabalho foi descrever o perfil
genético no receptor de Beta-quimiocinas CCRS em portadores do HIV-1 e em um grupo de
soronegativos com alto risco de exposicdo e correlacionar o perfil genético aos niveis de
contagem de linfécitos T CD4+ e de carga viral. Foram selecionados, aleatoriamente, 330
portadores do HIV-1, atendidos na Unidade de Referéncia para Doencgas Infecciosas e
Parasitarias Especiais (URE-DIPE) e 100 profissionais do sexo de Belém. Apds assinarem um
termo de consentimento e responderem ao questiondrio epidemioldgico, foi coletada uma amostra
de sangue dos participantes, para extracdo do DNA e amplificacdo por reacdo em cadeia mediada
pela polimerase (PCR) de um fragmento de 184 pb do gene CCRS. A frequéncia da mutacao
CCR5-A32 em heterozigoze foi de 4% na populacdo de portadores do HIV-1 e de 8% na
populagdo controle de alto risco. Nao foram encontrados individuos homozigotos para a mutacdo
CCRS5-A32 neste estudo. Nao foi observada diferenca nas distribuicdes das frequéncias alélicas e
genotipicas no gene do receptor CCRS entre as duas populagdes em estudo. No presente estudo
nio houve correlacdo estatisticamente significativa entre a contagem de linfécitos T CD4" e de
carga viral com a presenga da mutagdo CCRS A32 na forma heterozigota. Assim, ndo foi possivel
inferir se a presenca da mutac@o entre os soropositivos heterozigotos para o gene CCRS esta
associada a uma progressdo mais lenta para AIDS, quando comparado aos pacientes portadores

da forma normal do co-receptor.



1. INTRODUCAO
1.1 FAMILIA RETROVIRIDAE

Os retrovirus foram descobertos pela ciéncia ha mais de 80 anos sendo considerados
como responsdveis pelo aparecimento de sarcoma em galinhas. Mais tarde, atribuiu-se aos
retrovirus o aparecimento de adenocarcinoma mamdrio e de leucemias em camundongos,
aumentando, assim, o interesse da comunidade cientifica (Gallo, 2005).

Mesmo quando ainda ndo se havia feito a caracterizacdo dos virus como agentes
microbianos, em 1908, Ellerman & Bang, conseguiram induzir processos de leucemia em
galinhas a partir da inoculacdo de filtrado celular obtido de tecidos leucémicos de pdéssaros.
Posteriormente, Rous, em 1911, confirmou a possibilidade da etiologia infecciosa em processos
neopldsicos ao isolar o primeiro virus de galinhas, que desenvolvia um tipo frequente de
malignidade, o chamado sarcoma de Rous. Agentes virais da familia Retroviridae foram sendo
sucessivamente descritos a partir de isolados de peixes, répteis, aves e mamiferos, ainda que o
potencial patogénico tenha sido demonstrado de forma convincente apenas nas aves € nos
mamiferos. Tal fato despertou, ainda mais, o estudo da retrovirologia, pois a geragdo do novo
conhecimento trazia embutida a possibilidade da redug@o da incidéncia de tumores pelo uso de
medidas profildticas que comecavam a ser aplicada a outros agentes de natureza infecciosa (Gallo
& Wong-Staal, 1982; Coffin, 1996).

A possibilidade da associac@o entre os retrovirus e neoplasias em seres humanos,
pdde ser confirmada na década de 1980, quando foi isolado o primeiro retrovirus humano , a
partir de uma linhagem de células linfoblast6ides, obtida de um paciente com linfoma cutaneo de
células T nos Estados Unidos da América (EUA), assim como em pacientes no Japao, com
quadros de leucemia/linfoma de células T de adultos, LLcTA (adult T-cell leukemia/lymphoma,
ATLL), em situacdes independentes (Poiesz et al., 1980).

A familia Retroviridae ¢é subdividida em sete géneros: Alpharetrovirus,
Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus, Lentivirus e Spumavirus
(ICTV, 2004).

Os retrovirus patogé€nicos a0 homem incluem os (i) Virus linfotrépico de células T
humanas 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2), relacionados a distirbios neuroldgicos e hematolégicos,
classificados no género Deltaretrovirus e (ii) as espécies Virus da imunodeficiéncia humana 1,

HIV-1 e HIV-2, classificados no género Lentivirus (Gallo, 1991; Coffin et al., 1986; Liu, 1996).



1.2 0 VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA —1 (HIV-1)

O HIV-1 € o agente etioldgico da infec¢@o emergente mais importante das ultimas
décadas, causador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e tém se tornado uma
pandemia, ultrapassando os limites de um problema de satide publica, com sérias implicagcdes
politicas e econdmicas (Piot et al ., 2001).

O HIV-1 caracteriza-se por causar infec¢do latente em longo prazo e por produzir
efeitos citopdticos em curto prazo, com envolvimento da resposta imunoldgica do hospedeiro,
causando doenca lentamente progressiva e fatal, incluindo sindromes debilitantes e degeneragdes
do sistema nervoso central (Haase, 1986; Sharp et al., 1999).

De acordo com as sequéncias genéticas e as propriedades soroldgicas, esse virus
pode ser classificado em duas espécies: HIV-1 e HIV-2. O HIV-1 é o mais disseminado pelo
mundo, sendo o principal responsdvel pela pandemia da AIDS, ja o HIV-2 parece ser menos
patogénico e é encontrado quase que, exclusivamente, na Africa ocidental (Hahn et al., 2000;
Coffin et al., 1986; Clavel et al., 1986). Existem multiplos grupos e subtipos do HIV-1, com
distribui¢des geograficas distintas de acordo com suas origens, e € classificado em trés: M
(main), O (outlier) e N (non-M, non-0), os quais podem ser subdivididos em subtipos, além de
um ndmero crescente de formas recombinantes circulantes. O grupo M é o responsdvel pela
maior parte das infecgdes no mundo e pode ser dividido em nove subtipos A-D, F-H, J e K
(Giirtler et al., 1994; Simon et al., 1998; Osmanov et al., 2002).

A AIDS foi descrita pela primeira vez em 1981, nos EUA em um grupo de homens
homossexuais que sofriam com infec¢cdes oportunistas recorrentes, € assumiu propor¢coes
alarmantes em curto periodo, causando impacto enorme na epidemiologia das doencas
infecciosas (Dowdle, 1983; Gourevitch, 1996; Fauci, 2003). Apesar dos relatos da infec¢ao serem
relativamente recentes, andlises filogenéticas estimam que o HIV-1 surgiu entre os anos de 1915
e 1941, tornando-se uma ameaca publica mundial 50 anos depois (Korber et al., 2000).

Segundo o udltimo relatério da UNAIDS (Joint United Nations Programme on
HIV/AIDS) e da OMS (Organizacdo Mundial de Saude), apesar da AIDS ainda ser uma ameaca
em todo o mundo, o nimero de novas infec¢des e de mortes ligadas a AIDS tem caido devido ao
melhor acesso a medicamentos e prevencdo, a quantidade de novas infec¢cdes recuou de 3

milhdes em 2001 para 2,7 milhdes em 2007. Atualmente, o HIV infecta cerca de 33 [30.3 -



36.1] milhdes de pessoas em todo o mundo, acometendo, aproximadamente 15,4 milhdes de
mulheres, 17,8 milhdes de homens, e causando 2 [1,8 - 2,3] milhdes de morte no ano 2007.
Dentre todas as regides do planeta, a Africa sub-sahariana é a que apresenta um maior indice
com, aproximadamente, 22 [20,5-23,6] milhdes de individuos infectados, representando 2/3
(67%) do total de pessoas vivendo com HIV no mundo sendo a AIDS a principal causa de mortes
neste continente (UNAIDS/WHO, 2007; 2008).

No Brasil, desde 1980 até junho de 2008, j4 foram notificados 730.000 [600.000 —
890.000] milhdes de casos. Dos casos notificados até junho de 2007, 60,9% (289.074 casos)
foram concentrados na regido Sudeste, 18,8% (89.250 casos) na regiao Sul, 11,2% (53.089
casos) no Nordeste, 5,6% (26.757 casos) no Centro-Oeste e 3,4% (16.103 casos) no Norte.
Apesar da reducdo da mortalidade devido a introducdo da politica de acesso universal ao
tratamento antiretroviral, o impacto da Aids ainda é grande, com mais de 192 mil 6bitos
notificados até 2006, e com mais de 13 mil casos novos ocorrendo no primeiro semestre de 2007
(Boletim Epidemioldgico Aids e DST, 2006; 2007; UNAIDS/WHO, 2008).

A disseminacdo da infeccdo causada pelo HIV-1 € consequéncia das trocas de fluidos
corpéreos contaminados, que podem ser feitas através: das relacdes sexuais, do compartilhamento
de agulhas, dos acidentes com materiais perfuro-cortantes contaminados, da transmissdo via
transplacentdria e no aleitamento materno. Adicionalmente, co-fatores tais como doencas
sexualmente transmissiveis e o polimorfismo de genes codificadores de receptores para o virus,
facilitam a infec¢do pelo HIV-1 e influenciam na progressao a AIDS. Contudo, o real efeito da
heterogeneidade genética do hospedeiro na susceptibilidade a infec¢do, ainda, € pouco

compreendido (Garred et al., 2003).

1.2.1 Biologia do HIV-1

1.2.1.1 Estrutura morfoldgica e organizacdo gendmica

O HIV-1 € uma particula esférica que mede, aproximadamente, 100 nm de didmetro e
apresenta, externamente, um envelope composto por uma bicamada lipidica oriunda da
membrana da célula hospedeira acrescida das glicoproteinas virais gp120 e gp41 (Haseltine &
Wong-Staal, 1988). Internamente ao envelope, encontra-se a matriz viral que é formada pela

proteina pl7. O capsideo viral, o qual apresenta simetria conica, é formado pela proteina p24 e



envolve duas copias lineares de RNA gendmico de fita simples, polaridade positiva e, ainda, as
enzimas protease, transcriptase reversa (TR), integrase (IN) e a proteina p7 de ligacdo ao RNA
(Vaishnav & Wong-Staal, 1991). No interior do capsideo encontram-se, ainda, as proteinas

necessdrias a replicacdo viral: p6, Vif, Vpr e Nef (Frankel & Young, 1998; Figura 1).

P24 Capsideo

Protease

Figura 1- Representacdo esquemadtica da morfologia do HIV-1 (Adaptado de Chemistry at
Wellesley College <http://www.wellesley.edu /Chemistry/Chem101/hiv/t-hiv.GIF>).

O genoma viral do HIV-1, sequenciado em 1985 por Wain-Hobson et al., ¢
formado por duas moléculas idénticas de RNA de fita simples, com polaridade positiva, cada
uma com, aproximadamente, 9,8 quilobases (kb) de comprimento. Contém nove genes
delimitados por duas regides terminais longas e repetitivas chamadas LTR (Long Terminal
Repeats). Estes genes estdo divididos em trés genes estruturais (gag, pol e env) comuns aos
outros retrovirus e em seis genes regulatorios (tat, nef, rev, vif, vpu, vpr) que codificam proteinas
auxiliares, as quais sdo capazes de regular a replica¢do e a infectividade viral (Greene, 1991;
Subbramanian & Cohen, 1994; Figura 2).

O gene gag codifica um precursor de 55 kDa (Pr559°) que, ao ser clivado por uma

protease viral durante a maturagdo, origina as proteinas estruturais que compdem a matriz € o



capsideo viral, p17 e p24, as proteinas mais internas do nucleocapsideo, p7 e p6 e dois pequenos
peptideos, pl e p2, cuja fungdo parece estar associada com as taxas de clivagem do precursor nos
sitios especificos (Wills & Craven, 1991; Pettit et al., 1994; Krausslich et al., 1995; Vogt, 1997,
Wiegers et al., 1998). O gene pol codifica as enzimas protease, transcriptase reversa e integrase.
A protease cliva os polipeptidios precursores codificados pelos genes gag e pelo proprio gene
pol; a transcriptase reversa, além de ser responsdvel pela replicagdo do RNA viral também possui
acdo de RNase; e a integrase € responsdvel pela integragdao do 4cido nucléico viral ao genoma
celular. O gene env, por sua vez, codifica uma poliproteina precursora de 160 kDa (gp160), a
qual é clivada por proteases celulares em duas subunidades, originando as glicoproteinas de
superficie gp120 e transmembrana gp41. Estas glicoproteinas superficiais sdo importantes no
momento do contato entre a particula viral e a célula hospedeira, pois estas ligam-se aos
receptores CD4 e aos co-receptores localizados na membrana plasmdtica de linfécitos T
auxiliares, de mondcitos, de macréfagos e de células dendriticas foliculares (Frankel & Young,

1998; Weiss et al., 1992).

- Y
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Figura 2 — Esquema representativo do genoma do HIV-1 (Adaptado de Subbramanian & Cohen,
1994).



1.2.1.2 Replicacao do HIV-1

A HIV infecta células que apresentam a molécula CD4, sendo que as principais
células-alvo do virus no organismo sdo os linfécitos T CD4". A infeccdo dessas células ocorre
predominantemente no trato gastrintestinal, onde a maioria dos linfécitos T CD4" € encontrada,
além dos nédulos linfaticos, outros tecidos linféticos e no sangue periférico (Douek et al., 2002).
A infeccdo dos macrofagos e das células dendriticas pelo HIV foi demonstrada e essas células
infectadas constituem um reservatorio importante do virus (Turville ez al., 2002).

O ciclo viral nas células se desenvolve em quatro fases:

a) Ligacdo e penetracdo do virus na célula (invasdo celular):

A entrada do virus se faz por um mecanismo de fusdo com a membrana celular da
célula hospedeira (Lifson et al., 1986; Bauer et al., 1987). Inicialmente ocorre a ligacdo da
particula viral a receptores especificos na superficie da célula alvo, a interagdo com o receptor é
mediada pela glicoproteina de superficie, gp120, a qual se liga ao receptor CD4 com alta
afinidade (Klatzmann et al., 1984; Lasky et al., 1987).

Entretanto, apenas a interagdo gp120-CD4 ndo € suficiente para a entrada do HIV-1
na célula alvo, necessitando ainda da interacdo entre o virus e moléculas co-receptoras. Um grupo
de receptores de quimiocinas, pertencentes a familia dos receptores acoplados a proteina G, atua
como co-receptores essenciais ao reconhecimento da célula alvo, entre os receptores de
quimiocina, CCRS e CXCR4 sdo os principais (Luster, 1998; Clapham, 1997). As duas principais
classes de HIV-1, as que apresentam tropismo por c€lulas T e as que apresentam tropismo por
macrofagos, diferem quanto aos co-receptores envolvidos no reconhecimento viral: os virus que
possuem tropismo por macréfagos utilizam os co-receptores B-quimiocinas CCRS5, enquanto que
os virus que possuem tropismo por células T necessitam dos co-receptores a-quimiocinas
CXCR4 (Berger, 1997; Chan & Kim, 1998; Klatzmann et al., 1984).

A ligacdo da subunidade de gp120 com moléculas de CD4 induz uma mudanca na
conformagdo. que promove ligacdo secundaria da gpl20 com o co-receptor de quimiocina. A

ligacdo do co-receptor induz uma mudanca na conformagdo na glicoproteina gp41, que expde



uma regido hidrofébica, chamada de peptideo de fus@o, que se insere na membrana celular e
permite que a membrana do virus se funda com a membrana da célula alvo, posteriormente
ocorre a penetracdo do virus e o nucleocapsideo liberado no citoplasma (Abbas & Andrew,
2005). Sendo que o virus pode, ainda, penetrar na célula via endocitose mediada por receptores,

seguida da degradacdo do envelope viral (Bauer et al., 1987; Figura 3).

Ccb4 Coreceptor Virus-Cell
Binding -

Binding Fusion

\
CCR5/CXCR4

Figura 3- Mecanismo de fusdo do HIV-1 a célula alvo (Adaptado Moore, 2003)

Durante a evolucdo da infeccdo pelo HIV, o tropismo viral pelas células do sistema
imune apresenta modificacdes. Na infeccdo recente prevalecem, inicialmente, variantes
monocitotrépicas, com capacidade de infectar células que expressam receptores CCRS
predominantes durante a fase de laténcia clinica. Em uma fase mais avangada, a prevaléncia de
variantes com tropismo por receptores CXCR4, indutores de sincicio, torna-se mais importante,
com estimativa de progressao para a AIDS em aproximadamente 3 a 4 anos (Mayers al., 1992).
Isolados CXCR4 infectam tanto células ativadas como em repouso, porém a replicagdo nao ¢é
completada em células que permanecem em repouso, com um bloqueio anterior ao estigio de
importe nuclear do complexo de pré-integracdo. A evolugdo do bidtipo CCRS5 estd associada ao
desenvolvimento da AIDS. As variantes do HIV-1 que apresentam CXCR4 depletam,

preferencialmente, células naive, induzindo uma deterioracdo imunoldgica mais acentuada,



enquanto que variantes CCRS atingem em especial células de memoria, com um impacto menos

intenso na fisiologia do sistema imune (Mullins, 1999).

b) Transcricao reversa e replicagdo do genoma:

Uma vez que o virion HIV penetrou na célula, as enzimas do complexo nicleo-
capsidio tornam-se ativas e o ciclo viral propriamente dito tem inicio. Nesta etapa ocorre o
desnudamento e a liberacdo do contetido do nucleocapsideo no citoplasma da célula hospedeira, o
que se faz necessdrio para a etapa seguinte: a transcri¢ao reversa, a qual € mediada pela enzima
viral transcriptase reversa (Frankel & Young, 1998). Ainda no citoplasma, esta enzima viral
utiliza um RNA transportador (RNAt) presente no virus, como indicador, ocorre a transcri¢do das
fitas de RNA em um filamento hibrido RNA-DNA. Posteriormente, a transcriptase reversa atua
como ribonuclease H degradando a fita de RNA e, a seguir, sintetiza a fita positiva de cDNA que
¢ mantida como um complexo de nucleoproteina, a qual € transportada para o nuicleo, onde pode
haver integracdo (provirus) no genoma da célula, através da enzima integrase, podendo o provirus
permanecer em um estado de laténcia durante meses ou anos, ou a permanéncia na forma

circular ndo integrada (Panganiban & Fiore, 1988).

¢) Expressdo dos genes virais:

O genoma proviral integrado ao material genético da célula infectada inicia a fase
tardia da replicagdo com a transcri¢do e o processamento do RNA viral. Os transcritos irdo dar
origem ao RNA gendmico e a sintese de proteinas estruturais (Greene, 1991). Esta fase inicia-se
com a acdo da enzima RNA polimerase II celular, que transcreve o provirus em RNA
mensageiros virais, que vao para o citoplasma. Os transcritos irdo originar o RNA gendmico e a
sintese de proteinas da estrutura viral. As proteinas do envelope sdo transportadas para a
membrana celular. As proteinas estruturais se retinem no citoplasma com os RNA virais e
migram para a membrana, em regides onde hd acumulo de glicoproteinas virais, saindo da célula
por brotamento. Apds a liberagdo, a protease sofre uma autoativagao, clivando as poliproteinas,

de modo que a particula viral toma a forma caracteristica tornando-se infecciosa (Greene, 1991).



d) Maturagao dos virions:

Ap6s a sintese do RNA viral e das proteinas virais, a proxima etapa consiste na
montagem e no brotamento das particulas virais. Os virus sdo, inicialmente, montados préximos a
membrana celular, na forma de particulas imaturas, compostas de um envelope glicoprotéico,
RNA gendmico e poliproteinas virais (Wainberg et al., 1988).

ApO6s ou durante o brotamento, fase em que o virus adquire o envelope a partir da
membrana da célula do hospedeiro, as particulas passam por uma modificagdo morfologica
conhecida como maturagdo, que consiste na clivagem das poliproteinas pela enzima viral
protease, produzindo enzimas e proteinas do capsideo viral, de modo que a particula viral toma
a forma caracteristica, tornando-se infecciosa (Greene, 1991). Esses virions tem como uma de
suas caracteristicas, o fato de expressarem diferentes versdes do RNA viral ancestral, uma vez
que as eventuais modificacdes introduzidas na etapa de retrotranscricdo podem ser icorporadas

as particulas emergentes.

1.2.2 Patogénese da infeccao pelo HIV-1

As interacOes entre o HIV-1 e o hospedeiro humano sdo bastante complexas,
conforme € evidenciado a variabilidade na taxa de progressdao da doenca observada em pacientes
infectados (Liu et al., 1996b). A infec¢ao pelo HIV-1 deprime o sistema imunoldgico, na medida
em que infecta e destréi os linfécitos T CD4", os quais normalmente coordenam a resposta
imune, além do aumento dos linfécitos T CD8", diminuindo a relagdo CD4*/CDS8* (Pantaleo &
Fauci, 1996).

As manifestacOes clinicas da infeccdo variam desde um estado de portador
assintomatico até o desenvolvimento de doengas oportunistas graves e potencialmente letais, com
a AIDS como o estdgio mais avancado da doenca, essas manifestacdes podem variar de acordo
com diversos fatores, como idade, género, genética do hospedeiro, histérico de tratamento, entre
outros (Cao et al., 1995; Chaisson et al., 2000).

A manifestagdo inicial da infeccdo pelo HIV-1, em metade a dois tercos dos

individuos recentemente infectados, € caracterizada como uma sindrome semelhante a

mononucleose infecciosa, chamada de sindrome retroviral aguda, descrita por Cooper e
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colaboradores em 1985. Apds a infeccdo primdria, o paciente infectado pode permanecer
assintomadtico por varios anos mas, também pode apresentar sintomas pouco especificos como
linfadenopatia generalizada persistente, fadiga, febre baixa, sudorese noturna, diarréia
intermitente e perda de peso (Chaisson et al., 2000). Outras formas de apresentacdo se devem a
processos imunologicamente mediados, resultantes da resposta do hospedeiro a infec¢do viral
crOnica, como linfadenopatia, trombocitopenia, polineuropatias, miopatias ¢ complexo AIDS-
deméncia (Navia et al., 1986a; 1986b; Kurtzberg et al., 1987; Fuller et al., 1993; Chaisson et al.,
2000).

Ap6s um periodo varidvel de tempo, a maior parte dos pacientes comega a apresentar
sinais e sintomas clinicos de imunodeficiéncia, com manifestagdes variadas, sendo a maioria
delas relacionada as infeccdes oportunistas que acometem o paciente, além de neoplasias
(Chaisson et al., 2000).

A progressdo a AIDS, em pacientes infectados pelo HIV-1, parece estar diretamente
relacionada 2 diminui¢do na contagem de células T CD4" e 2 carga viral no plasma e nos tecidos
linféides (Graziosi et al., 1998). Embora diversos fatores estejam relacionados a variabilidade na
taxa de progressdo da doencga, a ativacdo do sistema imunoldgico é, provavelmente, o fator
determinante mais importante (Bentwich et al., 1998), pois além de facilitar a replicagdo viral, de
alterar o perfil da produgdo de citocinas e de afetar o ciclo celular € também associado com vérios
graus de disfuncdo imune, como deficiéncia na resposta imunoldgica e apoptose, 0s quais
aceleram a progressdao da doenca e diminuem a sobrevida do paciente (Bentwich et al., 1998;
Fahey, 1998; Srebel & Bour, 1999; Gougeon & Montagnier, 1999; Hazenberg et al., 2000).

Conforme ja mencionado, pode haver uma variagdo considerdvel no tempo de
progressdao da doenca, com alguns individuos progredindo em menos de dois anos, enquanto
outros, chamados de progressores lentos (long-term non-progressors), podem permanecer
assintomaticos e sem alteragdes imunoldgicas por muitos anos, com pelo menos oito anos de
infec¢do sem nenhuma alteracdo imunoldgica (Cao et al., 1985; Phair et al., 1992; Sheppard et
al., 1993).

Desde o comeco da epidemia da AIDS, tem sido observadas diferengas significativas
na taxa de progressao da doenca, havendo evidéncias fortes sugerindo uma resisténcia natural
para a infeccdo em vdarios individuos que permaneceram nao afetados, apesar do fato de terem

tido vérias exposi¢oes ao HIV, particularmente por relacdes sexuais (Paxton et al., 1996).
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A associacdo do HIV-1 a um tipo especifico de receptores indica ndo apenas o
tropismo para um determinado tipo celular, mas também tem servido como um indicador
confidvel de maior ou menor susceptibilidade genética do hospedeiro ao HIV. A presenca de
determinadas mutacdes nos genes dos receptores de alfa e beta-quimiocinas sdo fatores que
determinam a transmissdo do virus e a progressdo para o quadro de SIDA/AIDS (Kuritzkes,

2000).

1.3 O RECEPTOR CC-QUIMIOCINA 5 (CCRS)

1.3.1 Histérico

Samson et al. (1996) identificaram um novo gene humano e sua expressao funcional,
este gene foi chamado ChemR13, ele € um membro da crescente familia de receptores de
quimiocinas que estdo envolvidos no recrutamento das células nos processos inflamatério e
imune. Sendo o quinto receptor identificado de sua classe, este novo receptor de CC-quimiocina
foi designado como CCRS. Combadiere et al., (1996) clonaram o cDNA humano do CCRS, que
possui 48-74% de aminodcidos idénticos aos outros CCRs, este trabalho sugeriu que o CCRS ¢é
um receptor acoplado a proteina G e serve de mediador, para a resposta dos mondcitos, a
RANTES, MIP-18 e MIP-1q.

No mesmo ano quatro trabalhos independentes identificaram o principal co-receptor
para o HIV-1. Estes trabalhos sugeriram que a entrada do virus na célula hospedeira esta
condicionada a presenca da molécula CD4 e de um co-fator e indicaram que o CCRS e o CD4
juntos funcionam cooperativamente como mediadores para a entrada do virus nos macrofagos,
facilitando a infeccdo pelo HIV-1 (Deng et al.,1996; Choe et al, 1996; Alkhatib et al.,1996;
Doranz et al. 1996).

Também em 1996, trés grupos trabalhando independentemente chegaram a mesma
conclusdo, que uma supressdao de 32-pb do receptor CCRS parecia ter a capacidade de conferir
protecdo contra a transmissdo do HIV-1 (Dean, 1996; Liu, 1996; Samson, 1996).

Com base na distribuicdo geogréfica do alelo-CCRS A32, bem como sobre a variagdo
intrahaplétipo usando microsatélites altamente polimoérficos, estima-se que a delecdo de 32-pb

ocorreu, aproximadamente, 1.000 anos atrds no Nordeste Europeu (Libert et al., 1998).



12

1.3.2 Receptores de quimiocinas

Citocinas sdo proteinas de peso molecular relativamente baixo e, freqiientemente,
consistem de uma unica cadeia polipeptidica. Elas regulam todos os processos biolégicos
importantes como crescimento e ativacdo celular, inflamagdo, imunidade, reparo tecidual fibrose
e morfogénese. Algumas citocinas sdo, ainda, fatores quimiotdticos para tipos celulares
especificos e recebem a denominag¢do de “quimiocinas” (Abbas & Andrew 2005).

Quimiocinas sdo peptideos com 70-120 residuos de aminodcidos, que mediam uma
gama de efeitos pré-inflamatdrias em leucdcitos, como quimiotaxia, degranulacdo e ativagdo de
integrinas (Miller & Krangel, 1992; Baggiolini et al., 1994). Todas essas moléculas contém duas
alcas internas ligadas por pontes dissulfeto e sdo classificadas em subfamilias de acordo com o
nimero e a localizagdo dos residuos de cisteina N- terminal que participam da ligacdo de
dissulfeto. Duas destas familias sdo consideradas as principais, CXC (a-quimiocina) e CC (B-
quimiocina). A familia CXC atua, principalmente, sobre os neutréfilos, € composta por um par
de Cys separados por um unico residuo e os membros mais importantes dessa classe sdo a
interleucina-8 (IL-8), o derivado do estroma fator-1 (SDF-1), o interferon-g proteina-induzida-10
(IP-10), o fator de plaquetas-4 (PF-4) , a proteina de ativacdo de neutréfilos-2 (PNA-2) e o
crescimento de melanoma estimular a atividade (MGSA). A familia CC age, principalmente,
sobre os mondcitos, linfécitos e eosinofilos, é constituida por duas Cys adjacentes e inclui
proteina inflamatéria de macréfagos-1 (MIP-1a, MIP-1b), regulamentada a ativag@o de linfécitos
T normais expressos e secretada (RANTES), proteina quimiotdtica de mondcitos-1 (MCP-1)
(Baggiolini et al., 1994; Luster, 1998; Hasegawa et al., 2001).

As quimiocinas sdo secretadas por uma variedade de tipos celulares, incluindo
leucdcitos, células dendriticas, células endoteliais, células epiteliais, fibroblastos, hepatdcitos e
outras. Elas t€m sido implicadas numa variedade de condi¢des inflamatérias e, mais
recentemente, seus receptores tém sido identificados como co-receptores para infeccao de células
hospedeiras pelo HIV-1. As quimiocinas exercem sua fun¢do fisioldgica através da ligacdo e
ativacdo dos receptores de membrana celular. J4 foram caracterizados sete receptores especificos
para CC-quimiocinas (CCR1-7), cujos genes estdo localizados no cromossomo 3 humano e
quatro para CXC-quimiocinas (CXCR1-4) cujos genes estdo localizados no cromossomo 2

humano (Yang et al., 1999; Hasegawa & Fujita, 2001).
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Os receptores de quimiocinas sdo proteinas unicaterndrias. Cruzam a membrana
celular sete vezes e pertencem a uma familia de receptores acoplados a proteinas G. Essas
proteinas t€ém quatro dominios expostos na superficie celular: o N-terminal e trés alcas
extracelulares (E1, E2 e E3). As regi0es da proteina localizadas para o exterior da célula se unem
as quimiocinas e as regioes localizadas para o interior celular acoplam toda a maquinaria
sinalizadora, necessdria para induzir a resposta celular. A proteina G deflagra a resposta
intracelular que resulta em alteragdes nas func¢des celulares, tais como ativa¢do, movimento ou
migra¢do usualmente ao longo da concentra¢do do gradiente de quimiocinas e varia dependendo
da quimiocina ligante e do tipo celular (Murphy, 1996; Premak & Schall, 1996; McNicholl et al.,
1997).

1.3.3 O co-receptor CCRS

O receptor CCR5 € uma proteina de 40,6 kDa com 352 residuos aminoécidos
(Samson, 1996). O receptor CCRS possui uma estrutura com sete dominios transmembranicos
a-helicoidais , acoplados a proteinas triméricas (proteina G) de ligacdo ao trifosfato de guanosina
(GTP) e € expressa em leucdcitos (Luster, 1998). Quatro cisteinas, normalmente presentes no
primeiro e no segundo loop extracelular dos receptores de proteina G-acoplado sdo contidos com
a proteina CCRS. O C-terminal € rico em residuos de serina e de treonina, fazendo com que o C-
terminal seja um local potencial para fosforilagdo por proteina cinases G- receptores acoplados

(Samson, 1996; Figura 4).
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Figura 4- Estrutura e sequéncia de aminoicidos da molécula CCRS, com os sete dominios
transmembrana, trés loops intracelulares e trés loops extracelulares (McNicholl et al., 1997).

O receptor CCRS liga-se a quimiocinas, macréfagos inflamatérios proteina 1a (MIP-
la), macréfagos inflamatdrios proteina 1b (MIP-1b), regulamenta a ativacao de células T normais
expressas e secretadas (RANTES) e também € ligante para as glicoproteinas do envelope do

HIV-1 (M-trépico) (Samson, 1996; Raport, 1996; Figura 5).

HIV

Figura 5- Representacdo do receptor CD4, das glicoproteinas do HIV-1 e do co-receptor
CCRS (disponivel / www.bbc.co.uk/.../drive/galleries/1679/1/).



15

As primeiras tentativas de identificar os determinantes da func¢do de co-receptor
CCRS se basearam na utiliza¢do de quimera, que inclui os segmentos de CCRS e afins, tais como
receptores de quimiocinas CCRS murino ou CCR2b, que ndo medeiam a fusdo e entrada do HIV-
1. Multiplos dominios da proteina CCRS, direta ou indiretamente, contribuem para a sua
atividade de co-receptor, o dominio amino-terminal (NT) desempenha um papel privilegiado na
fusdo do virus e na entrada. O CCRS medeia sinalizacdo intracelular, entretanto a endocitose
ndo € necessdria para a sua atividade de co-receptores em linhagens de células, mas podem
desempenhar um papel in vivo (Doranz et al., 1996; Alkhatib et al., 1997; Picard et al., 1997;
Wang et al.,1998).

Estudos de mutagénese Point forneceram uma visdo mais clara dos determinantes da
funcdo de co-receptor CCRS. Foi demonstrado que a carga negativa e os residuos de tirosina no
NT CCRS (ASP-2, Tyr-3, Tyr-10, Asp-11, Tyr-14, Tyr-15, Glu-18) sdo importantes para a
interacdo do CD4 e da gp120, para a ligacao do CCRS5 e para a entrada de virus (Doranz et al.,
1996; Dragic et al., 1996).

O co-receptor CCRS presente na superficie que se liga a gpl20 tem um nicleo
hidrofébico cercado por uma periferia com carga positiva e é composto de duas varidveis
conservadas e de residuos (Kwong et al., 1998; Rizzuto et al., 1998). A interagdo gp120/co-
receptor resulta em alteragdes conformacionais na trimero gp120/gp41 que provocam a inser¢ao

do peptideo de fusdo gp41 na membrana plasmatica (Weissenhorn et al., 1997).

A entrada de diferentes cepas do HIV-1 na célula apresenta exigéncias diferentes para
dominios extracelulares. O CCRS existe em vdrios estados conformacionais em equilibrio, com
um ou mais estados conformacionais favorecendo a interagdo com o HIV-1 (Lee et al., 1999).
Uma mutacdo pode reduzir os estados conformacionais que interagem com o HIV-1, o que
poderia ser superado pela superexpressio do CCRS mutante. Outros receptores de quimiocinas
poderiam atuar como co-receptores, mas sdo incapazes de alcancar um estado conformacional
favorecendo a interacdo com o HIV-1. No entanto, as muta¢des podem deslocar o equilibrio em
favor dos estados conformacionais que ndo interagem com o HIV-1. Na auséncia de agonistas em
uma conformacdo inativa é favorecido por um ativo, que ¢ normalmente indetectdvel, embora

facilmente revelado em células sobre-expressao do receptor (Akhter et al., 1997). Além disso, as
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mutacdes artificiais ou naturais em diferentes dominios da proteina G-acoplada receptores
deslocam o equilibrio em favor da conformagdo ativa, muitas vezes levando a condi¢des
patoldgicas (Rao & Oprian, 1996). Da mesma forma, individuos portadores de mutagdes naturais

do CCRS apresentam diferentes graus de susceptibilidade ao HIV-1 (Carrington et al., 1997).

1.3.4 O gene ccr5

O receptor CCR5 € uma proteina de 40,6 kDa com 352 residuos aminoécidos
codificada pelo gene cmkbr5, que esta localizada na regido p21.3 do cromossomo 3 humano
(Samson, 1996).

O gene que codifica o CCRS estd organizado em quatro éxons e dois introns. Os
transcritos parecem iniciar a partir de dois promotores distintos. Um promotor estd situado
préximo ao éxon 1 na extremidade 5' (Pu) e o outro promotor estd situado proximo ao éxon 4 na
extremidade 3’(Pd). O promotor Pu é um promotor fraco enquanto que o promotor Pd é um
promotor forte. As sequéncias promotoras (Pu e Pd) t€ém duas importantes caracteristicas.
Primeiro, a regido Pu tem sequéncia homdloga a regido 3’UTR. O significado disto ndo estd
claro. Segundo, é caracteristico de diversos receptores acoplados a proteina G, que nem Pu nem
Pd tém CCAAT ou o cldssico TATA. A composicdo rica em AT dos promotores do CCRS, Pu e
Pd, sugere que eles pertencem a uma classe de promotores recentes. Nao existem evidéncias
conclusivas, atualmente, que sugira que CCRS5 necessite rigorosamente de ativacdo e inativagao
durante o desenvolvimento e diferenciacdo celular (Mummidi et al., 1997; Guinard et al., 1998;
Figura 6.)

O CCRS € expresso em diversos tecidos humanos, em maiores propor¢des no timo e
no baco, com niveis médios de leucdcitos no sangue periférico e do intestino delgado, e em niveis
baixos no ovdrio € no pulmido. O CCRS, também € expresso em linhagens de células

hematopoéticas e em linfécitos T.
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Figura 6- Esquema representativo do gene ccr5 (Adaptado de Mummidi et al., 1997).

1.3.5 Distribuicao global do alelo ccr5 432

O alelo ccr5 432 € mais comumente encontrado em populacdes européias (frequéncia
média de 10%), muito embora seja observada uma considerdvel variagdo na distribuicdo de
freqiiéncias da mutagdo. De modo geral, as populacdes do sul da Europa e regiao do
Mediterraneo apresentam freqii€éncias menores que as observadas no norte do continente. O alelo
CCR5A32 também tem sido encontrado em populagdes do Oriente Médio e do continente indiano
com frequéncias variando entre 2 a 5%, mas € raro ou ausente em outras populacdes asidticas, na
Africa, na Oceania e em populacdes nativas das Américas (Martinson ez al., 1997; Figura 7).

Estudos sugerem que o surgimento e o rdpido aumento na frequéncia desta mutagdo
em populacdes caucasianas estdo de acordo com a histéria de fortes eventos seletivos, por
exemplo, surtos de doengas infecto-contagiosas mediadas por agentes que utilizam o CCRS como
o HIV-1. A Yersinia pestis ¢ um forte candidato, pois a epidemia ocorreu ha 650 anos atrds na
Europa (entre 1346 a 1352) e seu mecanismo para induzir apoptose em macréfagos envolve o
CCRS. Outros possiveis candidatos sdo a Shigella, Salmonella e Mycobacterium tuberculosis por
terem, também, como alvo os macréfagos. Doengas infecciosas com a sifilis, influenza e variola
também sdo candidatas, a ultima em maior intensidade, uma vez que essas doengas dizimaram
milhdes de individuos durante o milénio passado (Stephens et al., 1998; Carrington, 1997;
Galvani & Novembre, 2005).

Em populacdes do Norte do Brasil, amostras de diferentes composi¢des étnicas t€m

sido investigadas, incluindo individuos da populacdo de Belém, indigenas das tribos Yanomami,
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Kaiap6 (Xikrin do Bacajd), Awa-Guaja, Zoé, (Parakana e Tiriyd), japoneses, e descendentes de
escravos africanos. A mutacdo CCR5A32 ndo foi encontrada entre os indigenas, e apresentou
frequéncias muito baixas em japoneses e em negros. Por outro lado, heterozigotos CCR5/ CCR5-
delta32 e homozigotos CCRS5-delta32 / CCRS5-delta32 foram identificados na amostra da
populacdo de Belém, correspondendo a uma freqiiéncia de 4,2% para o geneCCRS5-delta32

(Carvalhaes, 1999, 2000).

Figura 7-Mapa da distribuicao mundial do alelo CCR5A32 (Adaptado de Carl Zimmer
Evolution: The Triumph of an ldea, , © 2001, Harper Collins Publish <
www.evolution.berkeley.edu/.../IA2HIV2.shtml ).
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1.3.6 Polimorfismos e impacto na infeccao pelo HIV-1

Vinte diferentes mutagdes ja foram relatadas no gene cmkbr5, dezesseis das quais
(80%) sdo de "codao-alterando”. Dezessete das vinte mutagcdes sao mutacdes pontuais, com onze
sendo transversoes e seis sendo transicdes. Entre os outros trés alelos mutantes hd um tnico par
de bases em supressdo, a eliminagdo trinucleotidea, € a supressdao de 32 pares de base - CCR5
A32 (Ansari-Lari et al., 1997; Carrington et al., 1997; Figura 8).

A mutacdo CCRS A32 causa um “frame-shift” no aminodcido 185, o que provoca
uma terminacdo prematura na transcri¢do. A proteina codificada por esse alelo mutante ndao
possui os ultimos 3 segmentos transmembranas do receptor, desta forma impedindo a fusdo do
receptor com a membrana celular e, consequentemente, a exposicdo da membrana (Samson,
1996; Liu, 1996).

A heranca dos padrdes do alelo CCR5 A32 € coerente com genética Mendeliana (Liu,
1996; Lucotte, 1997; O' Brien, 1997). Individuos homozigotos para o alelo mutante sdo
saudaveis e aparentemente ndo sofrem de alteracOes imunoldgicas (Libert, 1998; Liu, 1996;
Zimmerman, 1997). Foi proposto que receptores homodlogos de quimiocina, que ligam um
conjunto de sobreposicao, podem compensar a deficiéncia de um unico receptor de quimiocina,

resultando na auséncia de um fen6tipo observdvel (Liu, 1996; Premack & Schall1996).
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Figura 8- Gene CCRS parcial e sequéncia de aminodcidos com eliminagdo de 32 pb (Adaptado

de McNicholl, 1997).

Ja em 1986, coortes que estudaram HIV-1 e AIDS, envolvendo individuos de alto
risco para contrair a infec¢do, revelaram que algumas pessoas, apesar das repetidas exposicoes,
falharam em contrair o HIV (Burger, 1986; Dean et al., 1996; Detels, 1994; Huang , 1996; Liu,
1996; Michael, 1997; Paxton et al., 1996; Samson, 1996b; Zimmerman, 1997). Estudos
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anteriores ndo foram capazes de fornecer uma explicacio adequada para este fendomeno
observado (Burger, 1986; Detels, 1994). Uma explicacdo ndo apareceu até 1996, quando trés
grupos trabalhando independentemente, chegaram a mesma conclusdo, que uma delecdo de 32-
pb do receptor CCRS conferia protecdo contra a transmissdo (Dean ef al., 1996; Liu, 1996;
Samson, 1996). Estes estudos relataram a auséncia de ACCRS homozigéticos entre os individuos
infectados, uma significativa elevacdo da frequéncia ACCRS homozigéticos entre os individuos
expostos, ndo infectados e, in vitro, provas de resisténcia contra a infeccdo (Dean, 1996; Liu,
1996; Samson, 1996).

A mutacdo CCRS5 A32 em homozigose pode reduzir o risco de infeccdo pelo HIV,
ndo tendo sido observado qualquer problema de satide nestes individuos, o que sugere que a
funcdo normal do receptor CCR5 € dispensavel, talvez por ser compensada pela func¢do de outro
receptor de quimiocinas com uma distribuicio leucocitaria semelhante (Benkirane et al., 1997).
Confirmando esta hipédtese de que o HIV-1 utiliza outros co-receptores além do CCRS5, Connor
et al., (1996), encontraram que, em pacientes com a doenga progredida , o virus expande seus co-
receptores incluindo CCR3, CCR2 e a fusina e que o surgimento de variantes utilizando a fusina
como co-receptor estd associado ao “start” do fendtipo NSI para SI, perda de sensibilidade as
quimiocinas € ao decréscimo na contagem de CD". Isto sugere que o HIV-1 evolui durante o
curso da infec¢do para usar uma variedade de co-receptores e que esta adaptacdo estd associada a
progressao para a AIDS.

O efeito protetor contra a infeccdo desta mutacdo em heterozigose parece ser nulo,
porém, alguns estudos realizados com cortes de individuos infectados por HIV-1 indicam que o
alelo ccr5 A32 em heterozigotos estd associado a uma mais lenta progressdo para o estado de
SIDA. Estes estudos mostraram que nos primeiros sete anos da infeccdo pelo HIV-1 hd uma
diferenca significativamente estatistica em relac@o a progressao da SIDA, porém depois de 11 ou
mais anos ndo ha diferenca que possa ser detectada entre os heterozigotos para o delta 32 em
relacdo aos homozigotos normais. Portanto ficou postulado que, devido a presenca de um alelo
delta 32, ha uma reducdo no ndmero de co-receptores CCRS, o que leva a uma reducdo da
infec¢do pelo HIV-1, e que esse efeito de protecao pode ser perdido com o tempo, pois o virus
pode ser capaz de usar outros co-receptores além do CCRS para se ligar e fundir-se a célula (Bratt

, 1998; Dean et al., 1996; Doranz et al., 1996; Eugen-Olsen et al., 1997; Huang et al., 1997,
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Liu, 1996;; Michael, 1997; Paxton et al., 1996; Rappaport, 1997; Samson, 1996; Zimmerman,
1997; Benkirane et al., 1997).

Segundo Hoffman & Doms (1998), a demora na progressdo da infec¢do pelo HIV-1
presente nos heterozigotos pode ser devido aos baixos niveis de CCRS na superficie celular, ao
aumento da secrecdo de B-quimiocinas, ou a ambos. E ainda, que € importante descobrir porque
as viroses nestes individuos ndo se desenvolvem mais rapidamente para usar receptores

alternativos, como o CXCRA4.

1.4 USO TERAPEUTICO DO CCRS5

A identificacdo dos co-receptores do HIV tem proporcionado uma nova oportunidade
terapéutica. O CCRS € um excelente alvo para a terapia uma vez que individuos homozigotos
para a delecdo de 32 pb possuem menor risco de infec¢ao pelo HIV. Antagonistas de CCRS que
especificamente, atacam e bloqueiam sua atividade do receptor natural deve ser seguro. Além
disso, os antagonistas do CCR5 podem ser inibidores potentes da replicacdo do virus RS in vitro.

Simmons et al, (1997) relataram que uma forma de RANTES no N-terminal (amino-oxi-
pentano-RANTES, AOP-RANTEYS) inibiu a infec¢ao por cepas de HIV RS. A poténcia da AOP-
RANTES foi devido a sua capacidade de induzir a interiorizagdo do CCRS e a retencdo em
endosomes, uma propriedade que, efetivamente, remove CCRS5 da superficie celular (Mack et al.,
1998). Pequenas moléculas orginicas (kDa 800-1000) que sdo baratas para fabricar e podem ser
tomadoa por via oral sdo as melhores opcdes para direcionar co-receptores. Essas pequenas
moléculas tém sido usadas com sucesso para receptores-alvo 7TM para o tratamento de diversas
doencas, como asma (Kelloway, 1997).

Outros estudos também relatam o sucesso de antagonistas do CCRS como potentes
inibidores de replicacdo de cepas R5 (Baba ef al., 1999; Strizki et al., 2001; Masaki et al., 2007).

Recentemente Hutter et al, (2009) publicaram resultados promissores envolvendo a
muta¢do no alelo ccr5 e potenciais implicacdes e perspectivas futuras de tratamento com células-
tronco especificas, para individuos infectados pelo HIV. Este estudo envolvia um paciente HIV
positivo com leucemia mieldide aguda, que apds receber transplante de células-tronco
hematopoéticas alogé€nico (alloHSCT) de um antigeno leucocitario humano (HLA), proveniente
de um doador homozigoto mutante para o gene CCRS, obteve controle, a longo prazo, do HIV-1

e parou a replicagdo viral por mais de 27 meses sem terapia.
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1.5. OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral
Caracteriza¢do molecular de polimorfismo no gene ccr5 em individuos portadores do

Virus da imunodeficiéncia humana-1.

1.5.2 Objetivos especificos

(1) Determinar a frequéncia do polimorfismo A32 no gene ccr5 em individuos

portadores do HIV-1;

(i1) Determinar a frequéncia do polimorfismo A32 no gene ccr5 em uma
populacdo controle, que estd exposta ao contato com portadores do HIV-1 e/ou

com SIDA/AIDS;

(iii))  Investigar a correlac@o entre polimorfismo A32 no gene ccr5 e os niveis de

contagem de linfécitos T CD4" e de carga viral no grupo de portadores do

HIV-1.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. CARACTERIZACAO E COLETA DAS AMOSTRAS
2.1.1 Individuos soropositivos para HIV-1

No presente estudo foram avaliados 330 individuos soropositivos para a infecc@o pelo
HIV-1 e/ou com SIDA/AIDS, maiores de 18 anos, de ambos os gé€neros, residentes no Estado do
Para, atendidos na Unidade de Referéncia para Doencas Infecciosas e Parasitirias Especiais
(URE-DIPE), 6rgao pertencente a Secretaria Estadual de Satide do Estado do Pard, em Belém-
PA. As amostras de sangue foram obtidas em um sistema de colheita a vicuo, em tubos de 5 mL
contendo EDTA como anticoagulante, para a obtencdo de plasma e de massa celular. Todos os
individuos foram informados sobre o projeto e os que concordaram em participar assinaram um
termo de consentimento.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Virologia, do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal do Pard onde foi processada a separagdo do plasma
e massa celular por centrifugacdo a 4000 r.p.m. por 5 minutos e estocada a -20° C até o0 momento
da realizacdo de testes de contagem de linfécitos T CD4", T CD8" e de carga viral plasmatica,
como parte integrante da Rede Nacional de Contagem de Células CD4" e da Rede Nacional de

Carga Viral Plasmadtica, do Ministério da Satide e caracteriza¢do do polimorfismo genético.
2.1.2 Individuos soronegativos de alto risco para o HIV-1

Foram coletadas 100 amostras de sangue total, de mulheres profissionais do sexo,
maiores de 18 anos, na cidade de Belém-PA, para compor o grupo controle de alto risco. No
momento da coleta todas foram orientadas acerca dos objetivos do trabalho e, apds leitura e
explicacdes das finalidades do mesmo, as que concordaram em participar assinaram um termo de
consentimento e responderam a um questiondrio epidemiolégico comprovando a caracteristica de
ser um grupo de alto risco. As amostras de plasma e por¢ao celular foram separadas e congeladas

a—20°C no Laboratdrio de Virologia até o momento de uso.
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2.2 DETECCAO DE ANTICORPOS PARA O HIV-1/2

Os individuos que constituiram o grupo controle tiveram suas amostras de plasma
testadas para a presenga de anticorpos anti-HIV-1/2, através de um ensaio imunoenzimdtico
(Ortho-Clinical Diagnostic Inc.,Rochester,USA), sendo excluidos deste grupo os individuos que

apresentaram positividade.

2.3 DETERMINACAO DE CARGA VIRAL PLASMATICA DO HIV-1

A determinacdo de carga viral plasmatica foi efetuada seguindo metodologia padrdo
da Rede Nacional de Carga Viral do Ministério da Saude que obedece a tecnologia branched
DNA system (b-DNA) utilizando o kit Versant® HIV-1 RNA 3.0 Assay bDNA (Bayer
Corporation, Massachusetts, USA), através do equipamento de leitura System 340 bDNA
Analyzer (Siemens, Deerfield, USA).

2.4 QUANTIFICACAO DE LINFOCITOS T CD4*

O nivel de linfécitos T CD4" foi determinado por citometria de fluxo (BD
FACScountTM, Becton & Dickinson) padrio da Rede Nacional de CD4" do Ministério da Satide,
usando o kit de monitoramento da FACSCount'™ Reagents, de acordo com o protocolo

recomendado pelo fabricante (Becton & Dickinson, San Jose, USA).

2.5 DETECCAO DE POLIMORFISMOS DO GENE ccr5
2.5.1 Extracao do DNA

Foi utilizado o método de extracdo de DNA total a partir de células mononucleadas
do sangue periférico dos pacientes portadores do HIV-1, de acordo com o protocolo do método
Fenol-Cloroférmio. O procedimento ocorreu seguindo-se as etapas: Lise de hemdcias ( Solu¢ao
A: Cloreto de Amodnio [1.0M], EDTA [1.0M], H,O destilada; Solu¢ao B: Bicarbonato de
Amonio, [1.0M], H,O destilada); Lise de leucécitos (Tris-HCI [100mM], EDTA [20mM], NaCl
[200mM], SDS 0,5 %, H,O destilada); Precipitacao de proteinas (Acetato de Amodnio [7,5M],
H,O destilada) e Precipitacao e Hidratacdo do DNA (H,O destilada livre de DNase e Rnase).
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2.5.2 Determinacao do polimorfismo CCRS A32

No presente trabalho foi utilizada a reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR)
para a amplificacio do gene ccrd a partir do DNA de individuos infectados e da populacdo
controle. As amplificagdes foram realizadas no equipamento termo-ciclador da Perkin-Elmer
Cetus Corp., Norwalk CT. Amostras de DNA foram testadas para a presenca da delecao de 32-bp
por meio da amplificacdo da seqiiéncia do gene CCRS5 usando os seguintes iniciadores:
S'GTCTTCATTACACCTGCAGCTCT-3' (sense) e 5-CACAGCCCTGTGCCTCTT-3'
(antisense).

O resultado do produto da PCR (189 pb para o tipo selvagem CCRS e 157 pb para o
alelo A32) foi visualizado ap6s eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose a 3% corado
com brometo de etidio em tampao TAE 1x (TAE 40x estoque— TrisBase 1,6 M, Acetato de Na
0,8 M e EDTA-Na, 40 mM/1000 mL 4gua deionizada), contendo 5 UL de brometo de etidio

(10mg/mL), mediante a utilizacdo de transiluminador com fonte de luz ultravioleta.

2.6 METODOS ESTATISTICOS

O célculo das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo no gene CCRS A32
observados nos grupos controle e de infectados foi efetuado por meio de contagem direta.

Foi utilizado o Teste Exato de Fisher para verificar se existe diferenca entre o perfil
genético das populagdes infectada pelo HIV-1 e controle. O teste T foi empregado para avaliar a
relac@o existente entre o perfil genético de B-quimiocinas CCR5 e os niveis de contagem de
linfécitos T CD4" e de carga viral no grupo de portadores do HIV-1. Os testes estatisticos e o
calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg foram realizados por meio do programa BioEstat 5.0
(Ayres et al., 2008) e os resultados com p<0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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3. RESULTADOS

Foi investigado o perfil genético de 330 individuos (194 homens e 136 mulheres)
portadores do HIV-1 atendidos na URE-DIPE e de 100 profissionais do sexo, com média de
idade de 33,5 anos variando de 15 a 71 anos, que compde a populagdo controle de alto risco deste
estudo.

Os padroes de bandas que puderam ser visualizados foram os seguintes: sem alelos
CCR5 mutados - uma unica banda com 189 pb (homozigético selvagem_ ccr5 / ccrd);
heterozigético para a mutacdo A32 - duas bandas uma com 189 pb e outra com 157 pb (ccr5 /

ccr5A32; Figura 9).

50pb —»
100pb —»
200pb —»

Figura 9- Gel de agarose a 3% com identificacdo de duas combinacdes alélicas possiveis para o

gene ccr) (homozigoto selvagem_ ccr5 / cer5: 1 e 2; heterozigoto_ ccr5 / ccr5A32: 3).

Na populacido HIV-1 positiva foi detectado a presenca de 13 individuos heterozigotos
para a mutacio A32 (ccr5 / ccr5A32), representando uma frequéncia de 4%, e nao foi evidenciada
a presenga de homozigotos para a mutacao (ccr5432 / ccr5A32). Os demais 317 pacientes foram

homozigotos para o alelo selvagem. Neste mesmo grupo, a freqiiéncia do alelo mutante foi de

0,02 (Tabela 1).
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Tabela 1 - Distribuicdes alélica e genotipica do gene ccr5 nos grupos investigados

Perfil Genético HIV-1 Controle )/
Genotipos
cer5 /cerd 317 (0,96) 92 (0,92)
cer5 / ccr5A32 13 (0,04) 08 (0,08)
ccr54.32 / cer5.A32 00 (0,00) 00 (0,00)
Total 330 100 0,187
Alelos
cerd 0,98 0,96
ccr54.32 0,02 0,04 1,000

No grupo controle de alto risco foram detectados 8 individuos heterozigotos para a
mutacdo A32 (ccr5 / ccr5A32), representando uma frequéncia de 8%, e ndo foi detectada
nenhuma em homozigose para a mutagdo. A frequéncia do alelo mutante neste grupo foi de 0,04
(Tabela 1).

As distribuicdes dos gendtipos foram consistentes com as expectativas de Hardy-
Weinberg, em ambos os grupos, sendo que ndo foi observada diferenca estatistica no perfil
genético entre a populacdo infectada e a populagcdo controle em estudo, de acordo com o Teste
Exato de Fisher (Tabelal).

A relagdo entre o nimero médio de linfécitos T CD4" e os gendtipos do gene ccrS
encontrados no grupo HIV-1 positivo, estd descrita na Tabela 2. Foi calculada a média aritmética
dos niveis de linfocitos de acordo com os gendtipos encontrados e observou-se uma média de
372,76 células T CD4"/mL (logio = 2,57) de sangue nos 13 individuos que apresentaram o
gendtipo heterozigoto (ccr5 / ccr5A32) e uma média de 452,52 células T CD4/mL (logjo = 2,65)
nos 317 individuos que apresentaram o genétipo homozigoto selvagem (ccr5 / ccr5). A andlise
estatistica entre os dois grupos mostrou que niao houve diferengas significantes entre as

quantificacdes e os gendtipos (Tabela 2).
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Tabela 2- Polimorfismo no gene ccr5 e quantificacdo de células T CD4" nos individuos HIV

positivos.
Grupos n Média Logio Teste T
(TCD4"/mL) t p
(cer5 /ccr5A32) 13 372,76 2,57
0,8681 0,3870
(ccr5 / cer5) 317 452,52 2,65

A andlise da associacdo entre os valores de carga viral e o polimorfismo também foi
efetuada a partir da média aritmética dos valores de carga viral entre os dois genotipos
encontrados. Observou-se que os 13 individuos que apresentaram o gendtipo heterozigoto (ccr5 /
ccr5A32) obtiveram uma média aritmética de 35.157 cépias/mm3 (logio = 4,54) e 25.615
cépias/mm3 (logio = 4,40) nos individuos com o gendétipo homozigoto selvagem (ccr5 / ccr5) . A
andlise estatistica entre os dois grupos mostrou que ndo houve diferencas significantes entre as

quantificacdes e os gendtipos (Tabela 3).

Tabela 3- Polimorfismo no gene ccr5 e quantificacdo da carga viral nos individuos HIV
positivos.

Grupos n Média Logio Teste T
(copias RNA/mm’) t )4
(ccr5 / ccr5A32) 13 35.1157 4,54

0,3721 0,7105
(ccr5 / cer)) 317 25.615 4,40

De acordo com as informacdes obtidas nos questiondrios epidemioldgicos, dos 13
individuos portadores do HIV-1 com a mutagdo CCRS A32, observou-se que 6 sdao do género
feminino e 7 do género masculino, 9 relataram fazer terapia anti-retroviral e 4 relataram nunca
terem feito terapia ARVe todos estavam infectados a mais de 2 anos tendo feito, recentemente, a

contagem de LTCD4" e de carga viral plasmatica (Tabela 4).
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Tabela 4 - Resultados da contagem de LTCD4", de carga viral, tempo de terapia ARV e tempo
de infeccdo dos portadores do HIV-1 que possuem mutacdo CCRS A32 em heterozigoze.

Portadores do HIV-1 com L.T. CD4* CARGA VIRAL Tempo de terapia Tempo de

mutaciio em heterozigoze (células/pL) (copias/mL) ARV (anos) in(i:rclr)ast)lo
Mulher 01 486 <50 4,5 6
Mulher 02 766 71 4 4
Mulher 03 365 139 2 3
Mulher 04 341 <50 2 2,5
Mulher 05 749 <50 3 3
Mulher 06 127 11.650 Nao faz 8
Homem 01 255 178.198 Nao faz 3
Homem 02 245 168.449 Nao faz 3
Homem 03 374 226 Nao faz 20
Homem 04 330 92418 1 més 2
Homem 05 554 <50 9 9
Homem 06 217 <50 9 10

Homem 07 37 5644 9 10
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4. DISCUSSAO

A entrada do HIV-1 na célula se faz por mecanismo de fusdo com a membrana
celular, através da interagdo da glicoproteina de superficie gp120 com o receptor CD4 (Lifson et
al., 1986; Bauer et al., 1987; Klatzmann et al., 1984; Lasky et al., 1987).

Entretanto, apenas a interagdo gp120-CD4 ndo € suficiente para a entrada do HIV-1
na célula alvo, necessitando, ainda, da interacdo entre o virus e moléculas co-receptoras. Um
grupo de receptores de quimiocinas, pertencentes a familia dos receptores acoplados a proteina G,
atua como co-receptores essenciais ao reconhecimento da célula alvo, entre os receptores de
quimiocina, CCR5 e CXCR4 sdo os principais (Luster, 1998; Clapham, 1997).

Uma delecdo de 32 pb no gene ccr5 causa um “frame-shift” no aminodcido 185, e
provoca uma terminagdo prematura na transcri¢do. A proteina codificada por esse alelo mutante
ndo possui os ultimos 3 segmentos transmembranas do receptor, desta forma impedindo a fusdo
do receptor com a membrana celular e a exposi¢do da membrana. Portanto, esta mutacio
impede que o virus infecte a célula alvo e confere protecao, quase absoluta, da infec¢do com os
virus trépicos de macréfago (M-trépico), em individuos homozigotos e confere uma progressao
mais lenta para AIDS naqueles heterozigotos para a dele¢ao (Samson, 1996; Liu, 1996).

Esse alelo mutante estd presente em elevada frequéncia na populagdo caucasiana
(frequéncia alélica=0,09). O alelo ccr5-delta32 também tem sido encontrado em populagdes do
Oriente Médio e do continente indiano com freqiiéncias variando entre 1 a 5%, mas € rara ou
ausente nas populacdes negras da Africa central e oriental, entre populacdes asidticas, da Oceania
e em populacdes nativas das Américas (Martinson et al., 1997; Samson,1996).

Shailendra (2009) estudando vérios grupos étnicos do vale do rio Ganges, na India,
encontrou uma frequéncia de 1% de heterozigotos na populacio.

Um estudo feito no Nordeste brasileiro revelou que nos Estados do Maranhdo, do
Ceard, da Paraiba, de Alagoas e da Bahia ndo foi encontrado nenhum individuo homozigoto para
a mutagdo (ccr5432/ccr5432) enquanto que, nas populacdes do Rio Grande do Norte, de
Pernambuco e de Sergipe a frequéncia desse gendtipo foi de 0,0059, 0,0052 e 0,0033,
respectivamente. Dados da distancia genética mostram que a populagdo nordestina do Brasil estd
mais proxima das populagdes caucasianas européias, sugerindo uma maior contribui¢do genética

destas na formacao da populacdo analisada (Gomes et al., 2008).
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Vargas et al., (2006) estudou individuos saudaveis de Alegrete, RS, e ndo detectou
homozigotos para a mutacdo (ccr5432/ccr5432). A presenca do gendtipo heterozigoto
(ccrS/ccr5432) entre brancos, negros e pardos foi de 14, 8, e 13%, indicando uma freqiiéncia do
alelo CCR5A32 de 6,8, 3,8 e 6,4%, respectivamente. Estes resultados sugerem uma importante
contribui¢do européia parental, mesmo em populacdes identificadas como negra e parda.

No presente estudo encontrou-se que a frequéncia do polimorfismo no gene ccr5 em
portadores da infec¢do pelo HIV-1, € de 4% na forma heterozigota e de 0% na forma homozigota,
achado este semelhante ao de Groll & Martinez (2006), feito no Hospital Universitario do Rio
Grande com portadores do HIV-1, que observaram uma frequéncia de 3% de heterozigotos e
nenhum caso de homozigose para a mutagao.

Diversas pesquisas (Dean, 1996; Liu, 1996; Samson, 1996) relatam a auséncia ou
frequéncias muito baixas de mutacdes ccr5A32 na forma homozigota entre os individuos
infectados pelo HIV, dado este confirmado pelo presente estudo. Contudo estes relatam, também,
uma significativa elevacdo da freqii€ncia ccr5A32 na forma homozigota entre os individuos
expostos ndo infectados.

No grupo estudado por Liu et al. (1996), no qual individuos expostos ndo
infectados foram estudados, 12% foram homozigotos para o alelo ccr5432. Num outro estudo,
3,4% foram homozigotos para ccr5432, o que foi estatisticamente diferente da frequéncia
encontrada na populacdo normal (Paxton ef al., 1996).

Sann-Dias et al., (2008) também demonstrou que a frequéncia do polimorfismo
ccr5A32 na populagdo exposta, ndo infectada pelo HIV-1, é maior que naquela infectada
(5,3%>2,1%).

Estes resultados diferem do encontrado no presente trabalho, uma vez que nenhum
homozigoto mutante foi observado. Possivelmente, um estudo com um maior nimero amostral de
uma populacdo ndo infectada exposta, poderia confirmar os resultados mencionados
anteriormente.

Nesta pesquisa foi encontrada uma frequéncia de 8% de heterozigotos ccr5A32 no
grupo soronegativo exposto. Segundo o que é mais comumente relatado na literatura, o efeito
protetor desta mutacdo, quando em heterozigose, contra a infeccdo parece ser nulo, e sua
presencga parece estar associada a uma progressao mais lenta para o estado de portador da AIDS

(Samson et al., 1996; Liu et al., 1996; Malo et al., 1997 / 8; Michael et al., 1997). Um individuo
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participante deste estudo pode afirmar tal teoria; infectado hd mais de 20 anos pelo HIV-1 e
assintomético para AIDS, apresenta niveis de linfécitos T CD4" acima de 350 células/uL carga
viral relativamente baixa, sem nunca ter feito terapia anti-retroviral e possui o alelo CCRS com
mutacdo na sua forma heterozigota.

No presente estudo ndo houve correlagdo estatisticamente significativa entre a
contagem de linfécitos T CD4" e de carga viral com a presenca da mutacdo CCR5 A32 na forma
heterozigota. Assim, ndo foi possivel inferir que a presenca da mutagdo em heterozigose no
gene ccr5 em infectados pelo HIV estd associada a uma progressdo mais lenta para AIDS,
quando comparado aos pacientes portadores da forma normal do co-receptor. Corroborando com
os achados de Dean et al., (1996), Eugen-Olsen et al., (1997) Huang et al., (1996), Malo et al.,
(1997 / 1998), Paxton et al., (1998), Quillent et al., (1997) Zimmerman et al., (1997) que,
também, ndo encontraram diferencas significativas na infectibilidade entre o tipo homozigoto
selvagem e do genétipo heterozigoto. Este resultado pode ser justificado pelo fato de a grande
maioria dos individuos estudados fazerem uso de terapia anti-retroviral, desde a descoberta da

doenga.
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5. CONCLUSOES

1. A frequéncia da mutacdo ccr5A32 em heterozigoze foi de 4% na populacio de

portadores do HIV-1 e de 8% na populacdo controle de alto risco;

2. Nao foram encontrados individuos homozigotos para a mutacdo ccr5A32 neste
estudo;
3. Nao foi observada diferenca nas distribui¢des das frequéncias alélicas e genotipicas no

gene do receptor CCRS entre as populagdes em estudo;

4. Nio houve correlagio significativa entre a contagem de linfécitos T CD4" e de carga

viral com o estado de portador da mutagdo ccr5A32;

5. Nao foi possivel inferir que a presenga da mutacdo em heterozigose no gene ccr5 em
infectados pelo HIV estd associada a uma progressdo mais lenta para AIDS, quando comparado

aos pacientes portadores da forma normal do co-receptor.
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