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Sumario Acredita-se que em fungdo da intensa miscigenacdo étnica ocorrida na
formacéo da populacéo brasileira seja possivel a deteccdo dos polimorfismos CCR5A32
e CCR2+64 atraveés das analises dos marcadores genéticos.Uma delecdo de 32 pares de
bases no gene CCR5 em estado de homozigose provoca uma falha no processo de
penetracdo viral conferindo protecdo contra a entrada do virus na célula e quando em
heterozigose o retardo nos processos patolégicos associados a imunodeficiéncia. Assim,
essa pesquisa objetiva detectar a frequéncia de ocorréncia da delecdo de 32 pares de
bases no gene CCR5 em 200 individuos soropositivos para o HIV acompanhados no
Hospital das Clinicas de Pernambuco.,Foram coletados 5ml de sangue venoso e
posterior extragdo de DNA por mini salting out. A PCR foi desenvolvida a partir de um
programa de amplificacdo e primers especificos seguido de eletroforese em agarose
Nesta pesquisa as frequéncias genotipicas encontradas acompanham outros resultados
obtidos na regido com 95% dos pacientes apresentando o alelo selvagem , outros 10
individuos sdo heterozigotos, representando uma frequéncia de 5% e ndo foram
identificados homozigotos para a delecdo com a populacdo estando em equilibrio de
Hardy Weinberg. Assim, os valores encontrados podem estar associados a colonizacéo
européia em muitas cidades brasileiras.
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INTRODUCAO
O HIV (virus da imunodeficiéncia humana) é um retrovirus constituido de duas fitas
simples de RNA (PINTO, 2006 ; NAZARI e JOSHI, 2008). Seus principais alvos sdo 0s
linfocitos T CD4, responsaveis pela estruturacdo das reacGes imunes. A deplecdo
funcional dessas células leva a desorganizacdo e inibicdo da resposta imunitaria
tornando o portador vulneravel a infec¢bes por incontaveis microrganismos. As
quimiocinas atuam na ativacdo e regulacdo do sistema imune inato e adaptativo
modulando a suscetibilidade a certas infecces virais cronicas e tendo sua expressao
alterada pelas mesmas (BRAVO et al, 2013; WILKIN et al, 2007; BAUMANN,2015).
No gene CCR5, uma delecdo de 32 pares de bases estd associada a resisténcia a entrada
do HIV na célula, provocada pela diminuicdo na expressdo de correceptores na
superficie celular. Além disso, existe uma mutacdo na regido V641 em CCR2 que leva a
um retardo no curso clinico da aids e a defesa contra a infeccdo pelo hiv-1. Mutacdes
em genes tém sido relatadas como caracteristicas que interferem na susceptibilidade a
infeccdo pelo HIV e na progressdo para a AIDS (AZEVEDO e SANTOS, 2008 ).
Assim, a identificagdo de padrdes genéticos que possam estar relacionados a progressao
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do HIV/aids é fundamental para a compreensdo da imunopatogénese da infec¢do do
HIV, servindo de base para o desenvolvimento de medidas profilaticas e imunoterapias.

OBJETIVOS
Avaliar associacOes entre polimorfismos genéticos em genes de susceptibilidade em
individuos soropositivos para 0 HIV-1 do Setor de Doencas Infecto-Parasitarias (DIP)
do Hospital das Clinicas do Recife (HC), Brasil.

METODOLOGIA

Foram convidados a participar do projeto 200 individuos soropositivos para HIV,
atendidos no Setor de Doencas Infecto-Parasitarias (DIP) do Hospital das Clinicas do
Recife (HC), pertencentes as diferentes categorias de progressao para AIDS (progressao
rapida, progressdo crbnica e progressdo lenta) com cada individuo assinando e
recebendo uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido(TCLE) sendo em
seguida coletados 5 ml sangue venoso. Os critérios de inclusdo utilizados foram que os
pacientes possuissem idade entre 18 e 85 anos, com diagnostico de HIV, podendo ser de
ambos 0s sexos, com ou sem tratamento com a TARV e que aceitaram responder ao
questionario assinando no ato o TCLE e participando do projeto. Para a analise do DNA
foram coletados 5 mL de sangue venoso em tubo vacuntainer utilizando-se ACD (&cido
citrico 0,0038M; citrato de sodio tribdsico 0,075M; dextrose 0,133M) como
anticoagulante, em seguida o DNA foi extraido seguindo a técnica de extracdo por Mini
Salting out (MILLER et al., 1988). O DNA foi diluido e quantificado com
espectrofotbmetro para utilizagdo na genotipagem, a qual foi feita pela técnica de PCR
convencional. Os ciclos da PCR para os genes CCR5 e CCR2 foram padronizados no
LABBE (Laboratério de Bioinformatica e Biologia Evolutiva) da UFPE, foi realizado
da seguinte forma: 1 ciclo com 94°C por 5 minutos; seguido por 35 ciclos, 94°C por 30
segundos, 56 °C de pareamento por 30 segundos, 72°C por 1 minutos, 72°C por 7
minutos, 4 °C infinito. A PCR foi realizada no termociclador “Axygen Maxygene II 7,
o volume final de 25ul, constituido de: 1 microlito de 50 ng de DNA; 12,5 microlitos
MIX (Promega), 9,5 agua ultrapura, 1 microlito de cada primer.Ao termino da PCR do
gene CCR5 e CCR2 foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a 3% corado com
brometo de etideo, para visualizar se houve amplificagdo das bandas, sendo o gel
submetido a luz ultravioleta.Apds visualizar a amplificacdo dos genes CCR5 foram
identificados os homozigotos sem delecGes (alelo selvagem wt/wt), os heterozigotos
(Wt/A32) e os homozigotos com a delegdo de 32 pares de bases (mutantes A32/ A32). Ja
para o gene CCR2, ap0s visualizar a amplificacdo, as amostras foram sequenciadas no
equipamento ABI 3500 da plataforma multiusuaria do Laboratério Central da UFPE.

RESULTADOS
A anélise dos prontuérios de 110 pacientes evidenciou a predominancia de algumas
coinfec¢des como a toxoplasmose que acometeu 45,50% individuos , o citomegalovirus
(CMV) com 42,72% , herpes (26,36%) e 20% tuberculose (Grafico 1).

Principais coinfec¢des associadas ao hiv
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Gréfico 1 Coinfecces mais prevalentes nos individuos analisados vivendo com HIV.

J& em relagdo aos fatores genéticos foram analisados por genotipagem 200
individuos para o gene CCR5. Quanto ao gene CCR2 houve otimizacdo e
posteriormente o teste em gel de agarose a 3% e 4 amostras foram enviadas para o
sequenciamento, contudo em funcdo do tamanho do fragmento gerado pelo primer ser
de apenas 162 pares de bases ndo foi possivel a obtencdo de sequéncias capazes de
identificar a mutagdo do tipo substituicao.

O resultado da andlise do gene CCR5 evidenciou que 5% dos individuos sdo
heterozigotos (wt/A32) para a mutagdo que corresponde a delegdo de 32 pares de bases
(193/161) presente em uma frequéncia de 6,78% nos individuos do sexo masculino
enguanto no sexo feminino 2,44% demonstraram o alelo variante. Os outros individuos
genotipados, que representam 95%, foram identificados como alelo selvagem wt/wt
(193/193), sem a mutagdo. Neste estudo ndo foram visualizados individuos
homozigotos para a dele¢do de 32 pares de bases do gene CCR5 A32/ A32(161/161) e a
populacdo apresentou-se em equilibrio de Hardy Weinberg (Gréfico 2).

GENOTIPAGEM CCR5
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Gréfico 2 Individuos genotipados para o gene CCR5

DISCUSSAO
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O Toxoplasma gondii possui uma prevaléncia nos adultos da populagéo em geral
de 75% em Recife e nos imunodeficientes de 15,4% no Brasil e se ndo for obtido um
diagnostico precoce pode levar ao comprometimento do sistema nervoso central em 12
a 47% dos individuos imunocomprometidos (COELHO,KOBAIASHI e
CARVALHO,2003). J& o citomegalovirus que é um dos agentes oportunistas mais
prevalentes em individuos que estdo na fase avancada da infeccdo por HIV foi reagente
em 43% dos 110 pacientes avaliados em nossa pesquisa. Outra coinfeccdo é a
tuberculose que em Pernambuco, de 2006 a 2010, foi observado o terceiro maior indice
de incidéncia nacional de tuberculose com 47,10 casos novos/100 mil hab
corroborando a afirmagdo do perfil endémico associado a regido (BARBOSA e
COSTA, 2012 ).Também foi muito prevalente o virus da herpes que estd associado
ao aumento da viremia de HIV e consequentemente ao desenvolvimento mais rapido da
imunodeficiéncia e estdo presentes em 26,4% dos pacientes deste estudo (GELLER et
al, 2012;).

As frequéncias alélicas encontradas em pesquisas no Brasil evidenciaram um
padrdo norte/sul de aumento dessa mutacdo de forma que na regido sudeste foi
observada uma frequéncia alélica de 4,4% para a delecdo de 32 pares de bases do gene
CCRS5 superior aquelas relacionadas em Recife com 2,41% (SOUZA et al,2006). Os
dados encontrados em Recife sdo semelhantes a frequéncia de 2,5% do alelo mutante
encontrado nesta pesquisa e podem ser explicadas pela colonizacdo europeia em muitas
cidades brasileiras que ap6s cinco séculos de cruzamentos interétnicos influenciou na
criacdo do pool genético brasileiro (SILVA e STUMPF, 2004;VARGAS et al, 2006).

CONCLUSAO

A andlise das coinfecces reforca a caracterizacdo de regido endémica para
algumas doencas tropicais cuja patogenicidade depende da desorganizacdo nas
atividades de prevencdo e diagnostico desenvolvidas pelo sistema de saude local.

As frequéncias alélicas obtidas a partir da genotipagem realizada nos 200
individuos componentes deste estudo demonstraram que a mutacdo em heterozigose
apresenta-se com valores semelhantes a outros estudos realizados na regido.
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