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1. RESUMO 
 

 

 

 

 

 

 

Desde a descoberta de que a proteína CCR5 serve como co-receptor de 

superfície celular para o vírus HIV-1 em células CD4, o gene que codifica essa 

proteína tem sido tema central de estudos genéticos na patogênese da AIDS. Uma 

deleção de 32pb neste gene fornece uma proteção contra a infecção pelo HIV-1 em 

homozigotos para este alelo na transmissão sexual. Este trabalho tem como 

finalidade detectar e comparar as freqüências desta deleção nos indivíduos normais 

e infectados pelo vírus em Pernambuco. Para tanto, foram coletados sangue venoso 

de 251 indivíduos não aparentados de Pernambuco e de 260 indivíduos infectados 

pelo HIV-1 do Hospital Correia Picanço/PE. O DNA foi extraído por mini salting-

out e digestão com proteinase K. A PCR foi realizada utilizando programa de 

amplificação e primers específicos. Os fragmentos amplificados foram submetidos 

a PAGE desnaturante a 7%, e coloração com AgNO3. A freqüência do alelo mutante 

ccr5∆32 foi de 0,042 na amostra controle e na amostra de pacientes infectados. A 

amostra controle está em desequilíbrio de Hardy-Weinberg, com excesso de 

homozigotos para a deleção, sugerindo a ocorrência de seleção a favor dos 

homozigotos. Fora a ação de seleção natural, apenas o fluxo gênico explicaria este 

desequilíbrio. No entanto não há registros de migração recente de europeus para o 

Nordeste brasileiro. Não está descartada a possibilidade do desequilíbrio observado 

ter sido causado por outros fatores que não o HIV. Dos indivíduos infectados, 22 

eram heterozigotos e nenhum era homozigoto para deleção. 
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2. INTRODUÇÃO 
 

 

 

 

 

 

 

 

A partir da descoberta de que o receptor CC-quimiocina 5 (CCR5) serve 

como  co-receptor de superfície celular para o vírus HIV-1, o gene que codifica esta 

proteína tem sido o tema central de estudos genéticos na patogênese da AIDS. Este 

gene está localizado no cromossomo 3 humano na região p21, entre um grupo de 

genes que codificam múltiplos receptores de quimiocinas (Rapport et al., 1996; 

Mourichi et al., 1997; Samson et al., 1996b). 

Um grande número de variantes genéticas dentro da região codificante e da 

região reguladora 5' foram identificadas, essas variantes originam conseqüências 

funcionais diferentes na patologia pelo HIV-1. Uma dessas variantes é a deleção de 

32 pares de bases (pb) na região codificadora do segundo loop extracelular (éxon 4) 

do gene ccr5, produzindo um códon finalizador prematuro que origina uma proteína 

truncada não detectada na superfície celular (Carrington et al., 1999). 

Alguns indivíduos são expostos ao HIV-1, mas continuam não infectados. 

Esses indivíduos posuem a deleção de 32pb em homozigose no gene ccr5, a qual 

parece proteger indivíduos homozigotos na transmissão sexual do HIV-1 (Liu et al., 

1996). A descoberta de que esses indivíduos resistentes a infecção pelo HIV-1 são 

homozigotos para a deleção (ccr5∆32/ccr5∆32), levou a sugerir que heterozigotos 

para a deleção (ccr5/ccr5∆32) poderiam ter uma possível proteção (Liu et al., 

1996). Alguns trabalhos demonstraram que heterozigotos (ccr5/ccr5∆32) tinham 
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uma progressão mais lenta para AIDS do que homozigotos normais (ccr5/ccr5) 

(Dean et al.,1996). 

A multiplicidade dos efeitos genéticos do ccr5 na infecção pelo HIV-1 revela 

a grande importância deste gene no estudo epidemiológico da AIDS e fornece uma 

lógica para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas com alvo na interação do 

envelope do vírus com o receptor CCR5. 

 

O presente trabalho tem como objetivos:  

1) Determinar a freqüência do alelo ccr5∆32 na população do Estado de 

Pernambuco e em indivíduos infectados pelo HIV-1; 

2) Comparar as freqüências genotípicas observadas nos dois grupos de 

indivíduos (infectados e controle), verificando possíveis diferenças 

significativas; 

3) Comparar a distribuição do alelo mutante ccr5∆32 e freqüências 

genotípicas com outras populações. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 
 

 

 

 

 

 

 

3.1.  A IMPORTÂNCIA DA TEORIA DA EVOLUÇÃO PARA A    

COMPREENSÃO DAS DOENÇAS HUMANAS 

 
 

Por que o nosso corpo possui falhas tornando-o vulnerável à doenças? Se a 

evolução por seleção natural produziu um mecanismo sofisticado tal como olhos, 

coração, e cérebro, por que não desenvolvemos caminhos para prevenir miopia, 

ataque do coração e doença de Alzheimer? Se nosso sistema imune pode reconhecer 

e atacar milhões de proteínas estranhas, por que ainda adquirimos pneumonia? Se a 

fita de DNA pode codificar seqüências para um organismo adulto com 10 trilhões 

de células especializadas, por que nós não podemos desenvolver reparo para as 

perdas? Se nós podemos viver 100 anos, por que não 200 anos? (Williams & Nesse, 

1999) 

Cada vez mais sabemos por que indivíduos adquirem doenças específicas, 

mas ainda é pequena a compreensão do por que existem todas essas doenças. 

Sabemos que uma dieta rica em gordura pode causar doenças do coração e a 

exposição ao sol pode causar câncer de pele, mas por que desejamos gordura e luz 

do sol? Por que nosso corpo não pode reparar a obstrução das artérias e os danos 

causados na pele pelo sol? E por que ainda adquirimos, depois de milhões de anos, 

a infecção pelo Streptococcus? (Williams & Nesse, 1999) 
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O grande mistério da medicina no presente é conhecer quais as falhas que 

causam o aumento do número de doenças. A evolução transforma esse mistério em 

uma série de questões sem resposta. Por que não temos o processo Darwiniano da 

seleção natural de forma constante eliminando os genes que provocam 

suscetibilidade a doenças? Por que não temos genes selecionados que poderiam 

perfeitamente aumentar nossas habilidades para resistir a danos e aumentar os 

reparos, assim como eliminar o envelhecimento? A resposta comum - que a seleção 

natural não é suficientemente potente - é usualmente errada, pois o nosso corpo é 

um pacote de cuidadosos reparos. Uma perspectiva Darwiniana na medicina pode 

ajudar a compreender a origem evolucionária das doenças (Williams & Nesse, 

1999). 

A evolução, fundamentalmente, é um processo que envolve mudanças 

genéticas na estrutura das populações e todo fator capaz de alterar freqüências 

alélicas é um agente potencial de evolução. O modelo de Hardy-Weinberg 

estabelece que uma população “ideal”, de tamanho infinitamente grande, atinge um 

equilíbrio ou estado estático. Em populações grandes, com acasalamentos ao acaso, 

e na ausência das forças responsáveis pelas alterações das freqüências alélicas, 

existe um estado de equilíbrio. Os fatores evolutivos que, sabidamente, causam 

alterações nas freqüências alélicas são a seleção, a mutação, a migração e a deriva 

genética. Estas forças atuam em conjunto, de tal modo que a população atinge e 

mantém um estado de equilíbrio enquanto as condições permanecerem 

razoavelmente constantes. Quando as condições mudam, ou acontece um desvio 

aleatório do ponto original de equilíbrio, há uma tendência no sentido de um novo 

ponto de equilíbrio (Gregg & Mettler, 1969). 

 

 

3.2. A ORIGEM DO VÍRUS HIV 
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Mais de dez milhões de pessoas estão infectadas com o vírus HIV-1; mais de 

um milhão de pessoas estão desenvolvendo a AIDS ou morreram com AIDS. Esses 

números são ainda relativamente pequenos quando comparados aos impostos por 

outros organismos, como o vírus influenza  (Ewald et al., 1999). 

Evidências moleculares sugerem que o HIV tem infectado o homem por 

décadas ou séculos. Os dois maiores grupos de HIV-1 e HIV-2 divergiram há um ou 

dois séculos atrás de um ancestral comum para os vírus HIV e SIV (vírus da 

imunodeficiência em símios). Com base nas seqüências de ácidos nucleicos do 

HIV-1, foi proposto que a região do oeste e central da África poderia ser o epicentro 

evolucionário do HIV-1 (Ewald et al., 1999). 

Várias teorias sugerem a transmissão entre espécies como acidentes 

biomédicos envolvendo células infectadas com o SIV na produção de vacinas para 

poliomielite ou em experimentos com inoculações do protozoário causador da 

malária. Outra hipótese da transmissão entre humanos e outros primatas seria a 

transmissão por um vetor (Ewald et al., 1999). 

O tempo entre a soroconversão e o desenvolvimento para AIDS é bastante 

variável, de dez anos a apenas alguns messes. Pessoas que foram infectadas por 

transfusão sangüínea desenvolveram AIDS mais rapidamente do que as infectadas 

por relação sexual. A explicação para essas observações estaria na relação da carga 

viral presente no sangue, sêmen e fluidos vaginais. Considerando as características 

do vírus no início da infecção e as características dos indivíduos infectados, surgem 

variações nas características do desenvolvimento da infecção (Ewald et al., 1999). 

 

 

3.3. O PAPEL DO ALELO ccr5∆32  NA INFECÇÃO PELO HIV-1 

3.3.1. RECEPTOR CC-QUIMIOCINA 5 

 

Samson et al. (1996a) identificaram um novo gene humano e sua expressão 

funcional, chamado ChemR13. Este gene codifica uma proteína de 352 aminoácidos 
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com uma massa molecular calculada em 40.600 Da. A organização genômica do 

loco foi investigada demonstrando que este gene está ligado por uma distância de 

17,5 kb ao gene que codifica o receptor CC-quimiocina 2 que é o receptor da 

proteína quimioatraente de monócito (MCP-1). A resposta fisiológica desta nova 

proteína às quimiocinas também foi estudada, observando-se que MIP-1α (proteína 

inflamatória de macrófago) era o mais potente agonista e que MIP-1β e RANTES 

também eram ativos em concentrações fisiológicas, enquanto as outras quimiocinas 

não tinham nenhum efeito. ChemR13 é então um membro da crescente família de 

receptores de quimiocinas que estão envolvidos no recrutamento das células no 

processo inflamatório e imune. Sendo o quinto receptor identificado de sua classe, 

este novo receptor de CC-quimiocina foi designado como CCR5.  

Neste mesmo ano Rapport et al. (1996) clonaram este gene e caracterizaram 

este novo receptor de CC-quimiocina (CCR5) para RANTES, MIP-1β e MIP-1α. O 

CCR5 é expressado em macrófagos e células T, e é o primeiro exemplo de receptor 

de quimiocina humano a responder aos sinais dados por MIP-1β. Naquele trabalho 

foi identificado que este novo gene está a uma distância de 18kb a jusante do gene 

que codifica o receptor CC-quimiocina 2, na região 3p21. A seqüência de 

aminoácidos de CCR5 é mais similar a CCR2B, com 71% de resíduos idênticos. 

Também neste mesmo ano, Combadiere et al. (1996) clonaram o cDNA humano do 

CCR5, que possui 48-74% de aminoácidos idênticos aos outros CCRs. Os RNAs do 

CCR5 foram detectados em monócitos mas não em neutrófilos e eosinófilos. 

RANTES, MIP-1β e MIP-1α, foram todos potentes agonistas para o CCR5. Este 

trabalho sugeriu que o CCR5 é um receptor acoplado a proteína G e serve de 

mediador, para a resposta dos monócitos, a RANTES, MIP-1β e MIP-1α. 

A expressão do gene que codifica a proteína CCR5 foi observada em altos 

níveis no timo e baço, em níveis médios nos leucócitos e no sangue periférico, e em 

baixos níveis nos intestinos, ovários e pulmões. Foi observada também a expressão 

do gene ccr5 em linhagens de células hematopoiéticas e linfócitos T. O transcrito 
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está presente também na linhagem de células mielóides e em células T CD4 

(Rapport et al., 1996). 

Os quatro genes que codificam os receptores CCR1, CCR2, CCR3 e CCR5 

(designados respectivamente CMKBR1, CMKBR2, CMKBR3 e CMKBR5 no 

Genome Data Bank) foram mapeados no braço curto do cromossomo 3 na região 

p21.3 entre os marcadores AFM362WB9 e WI-6983, com uma distância total de 

350kb. O gene CMKBR4 que codifica o receptor CCR4 foi localizado mais distante 

(3p24) entre os marcadores FB18G7 e D3S1768. Este grupo de genes codificadores 

de receptores de quimiocinas sugere uma expansão relativamente recente desta 

família por duplicação de genes. Deleções e duplicações da região 3p21 têm sido 

descritas em desordens neoplásicas de linhagem hematopoiética, sugerindo uma 

forte ligação desta família de genes de receptores CC-quimiocinas (Samson et al., 

1996b). 

Deng et al. (1996), Choe et al. (1996), Alkhatib et al. (1996) e Doranz et al. 

(1996)  identificaram o principal co-receptor para o vírus HIV-1. Estes trabalhos 

sugeriram que a entrada do vírus na célula hospedeira está condicionada à presença 

da molécula CD4 e de um cofator, e indicaram que o CCR5 e CD4 juntos 

funcionam cooperativamente como mediador para a entrada do vírus nos 

macrófagos, facilitando a infecção pelo HIV-1.  

 

 

3.3.2. QUIMIOCINAS E SEUS RECEPTORES 

 

Citocinas são proteínas (geralmente glicoproteínas) de peso molecular 

relativamente baixo (raramente maiores do que 25 kDa), e freqüentemente 

consistem de uma única cadeia polipeptídica. Elas regulam todos os processos 

biológicos importantes como crescimento e ativação celular, inflamação, 

imunidade, reparo tecidual, fibrose e morfogênese. Algumas citocinas são, ainda, 
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fatores quimiostáticos para tipos celulares específicos e atualmente são designados 

“quimiocinas” (Roitt et al., 1999). 

As quimiocinas compreendem uma grande família de citocinas 

quimiostáticas estruturalmente homólogas envolvidas no recrutamento e ativação de 

leucócitos e outros tipos celulares. Todas essas moléculas contêm duas alças 

internas ligadas por pontes de dissulfeto. Estão classificadas em subfamílias CXC 

(α-quimiocinas), CC (β-quimiocinas), C e CXXXC quimiocinas, dependendo da 

distância entre os resíduos de cisteína na região amino-terminal que participam da 

ligação de dissulfeto. Tradicionalmente, muitas CXC-quimiocinas têm sido 

implicadas nos eventos mediados por neutrófilos, enquanto as CC-quimiocinas 

atuam nos monócitos, macrófagos e células T. As quimiocinas são secretadas por 

uma variedade de tipos celulares, incluindo leucócitos, células dendríticas, células 

endoteliais, células epiteliais, fibroblastos, hepatócitos e outras. Elas têm sido 

implicadas numa variedade de condições inflamatórias e mais recentemente seus 

receptores têm sido identificados como co-receptores para infecção de células 

hospedeiras pelo vírus da imunodeficiência humana adquirida (HIV-1). As 

quimiocinas exercem sua função fisiológica através da ligação e ativação dos 

receptores de membrana celular (Tabela 1). Já foram caracterizados sete receptores 

específicos para CC-quimiocinas (CCR1-7), cujos genes estão localizados no 

cromossomo 3 humano e quatro para CXC-quimiocinas (CXCR1-4) cujos genes 

estão localizados no cromossomo 2 humano (Yang et al., 1999, Hasegawa et al., 

2001). 

Os receptores de quimiocinas são proteínas unicatenárias. Cruzam a 

membrana celular sete vezes (Figura 1) e pertencem a uma família de receptores 

acoplados a proteínas G. As regiões da proteína localizadas para o exterior da célula 

se unem às quimiocinas e as regiões localizadas para o interior celular acoplam toda 

a maquinaria sinalizadora, necessária para induzir a resposta celular. A proteína G 

deflagra a resposta intracelular que resulta em alterações nas funções celulares, tais 

como ativação, movimento ou migração usualmente ao longo da concentração do 
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gradiente de quimiocinas e varia dependendo da quimiocina ligante e do tipo celular 

(Murphy et al., 1996; Premak et al., 1996; McNicholl et al., 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1. Quimiocinas, células alvo e seus receptores 

Quimiocina Célula alvo Receptor 
CXC    
IL-8 N, Ba, T CXCR1, R2 
GROα (MGSA-α) N CXCR2 
GROβ (MGSA-β MIP-2α) N CXCR2 
GROγ (MIP-2β) N CXCR2 
ENA-78 N CXCR2 
NAP-2 N, Ba CXCR2 
LDGF-PBP Fibroblastos CXCR2 
GCP-2 N CXCR1, R2 
PF4 Fibroblastos, Céls endoteliais desconhecido 
Mig T  ativadas, NK CXCR3 
IP-10 T ativadas, (Th1>Th2) CXCR3 
SDF-1 (PBSF) BM, T, DC, CD34+ CXCR4 
BCA-1/BLC B CXCR5 
CC   
MIP-1α (LD78α) Mono/Mac, T (Th1>Th2), NK, Ba, 

BM, DC 
CCR1, R5 

MIP-1β (Act-2, HC-21) Mono/Mac, T (Th1>Th2),NK, Ba, BM, 
DC 

CCR5 

MDC (STPC-1) Mono, T (Th2>Th1), NK, Ba CCR4 
TECK Mac, timócito, DC CCR9 
TARC T CD4+ CCR4 
RANTES Mono/Mac, T memória, NK, Ba, Eo CCR1, R3, R5 
HCC-1 Mono, BM CCR1 
LEC/HCC-4 Mono, linfócito CCR1, R2 
DC-CK-1 (PARC, MIP-4, Naïve T>T Desconhecido 
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AMAC-1) 
LARC/MIP-3α T memória, DC imatura CCR6 
ELC (MIP-3β) T, B, DC madura CCR7 
MCP-1 T, Mono, Ba CCR2, R11 
MCP-2 T, Mono, Eo, Ba CCR2, R3, R11
MCP-3 T, Mono, Eo, Ba, DC CCR1, R2, R3 
MCP-4 T, Mono, Eo, Ba, DC CCR2, R3, R11
Eotaxina Eo, células da microglia CCR3 
I-309 T, Mono CCR8 
SLC (6Ckine) T, B, DC madura CCR7 
ILC/CTACK T memória CCR10 
C e CXXXC   
Linfotaxina (SCM-1 ATAC) T, NK CXCR1 
Neurotactina T, Mono CX3CR1 

Células alvo são designadas como segue: N: Neutrófilo; Ba: basófilo; Mono: monócito; 
Eo: eosinófilo; Mac: macrófago; NK: célula Natural killer; B: linfócito B; T: linfócito T; 
DC: célula dendritica; BM: célula de medula óssea; Th1 e Th2: linfócito helper tipo 1 e 2, 
respectivamente (Hasegawa, H. e Fujita, S., 2001). 
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3.3.3.  RECEPTORES E CO-RECEPTORES PARA O HIV-1  

 

Os primeiros casos de síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) 

foram relatados em 1981, constituindo por sua patogenicidade, transmissibilidade e 

virulência, um dos maiores problemas de saúde pública. Mas agora está claro que 

casos da doença haviam ocorrido sem serem reconhecidos por cerca de quatro anos 

antes de sua identificação. A doença se caracteriza por uma suscetibilidade a 

infecção por patógenos oportunistas ou pela ocorrência de uma forma agressiva de 

Sarcoma de Kaposi ou linfomas de células B, acompanhada de uma profunda 

diminuição do número de células T CD4. Como parecia se disseminar pelo contato 

com os fluidos corporais, suspeitou-se inicialmente que ela seria causada por um 

Figura 1 – Estrutura e seqüência de aminoácidos da molécula CCR5, com os sete 
domínios transmembrânicos, três loops intracelular e três loops extrcelular (McNicholl et 
al., 1997). 
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novo vírus e, em 1983, o agente agora conhecido como responsável pela AIDS, 

denominado de “vírus da imunodeficiência humana” (HIV), foi isolado e 

identificado (Rowland-Jones et al., 1995). 

Em 1989 ficou determinado que a molécula CD4 situada na superfície de 

certas células constituía o principal ponto de entrada do vírus. Os linfócitos T 

apresentam a proteína CD4 em sua superfície e dirigem muitos aspectos da resposta 

imune diante de uma agressão por vírus. Também se sabia que o HIV infectava e 

permanecia durante anos em outras classes de células imunitárias portadoras da 

molécula CD4, os macrófagos. Em condições normais as moléculas CD4, dos 

linfócitos e dos macrófagos, participam do sistema de sinalização entre células 

imunitárias. Mas quando o HIV entra em ação as moléculas CD4 se unem a uma 

glicoproteína do envelope viral denominado gp120. A fusão dessa molécula com 

CD4 presente nessas células facilitaria a penetração do vírus no interior da célula 

(Feng et al, 1996). Embora o HIV-1 necessite da expressão de CD4 para se ligar ao 

envelope glicoproteíco (ENV), diversos estudos têm sugerido que a presença de 

CD4 não é suficiente para a fusão do envelope viral à membrana celular. Estudos 

iniciais mostraram que embora células humanas expressando CD4 sejam 

permissivas para a entrada do vírus, células de camundongos expressando CD4 

humano não são. Essas descobertas sugerem que co-fatores específicos para cada 

espécie existente na superfície das células são necessários, além de CD4, para a 

entrada do HIV. Estudos subseqüentes mostraram que cepas do HIV-1, que tinham 

se adaptado para crescer em linhagens de células T denominadas cepas T-trópica, 

poderiam infectar células T primárias, mas não monócitos ou macrófagos. Em 

contraste muitas cepas infectam monócitos, macrófagos e células T primárias mas 

não as linhagens de células T transformadas. Essa diferença no tropismo é 

conseqüência de diferentes seqüências específicas da subunidade de ENV, da 

gp120, sugerindo que múltiplos co-fatores específicos para cada tipo de célula são 

necessários para a entrada do vírus HIV além de CD4. Iniciou-se então a busca de 

outras moléculas correceptoras (Dragic et al., 1996). 
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Já em 1995 o grupo liderado por Robert Gallo indicava que algumas 

quimiocinas bloqueavam a infecção por HIV em ensaios realizados in vitro. 

 

3.3.4. AFINIDADE DO VÍRUS HIV-1 PELOS RECEPTORES DE 

QUIMIOCINAS 

 

Na fase precoce da infecção pelo HIV-1, o vírus possui afinidade pelos 

macrófagos (M-trópico) e invadem essas células pela união da proteína gp120, 

presente no envelope do vírus, e as moléculas CD4 e CCR5 presentes na superfície 

dessas células. Na fase média da infecção, algumas moléculas gp120 se alteram 

tornando-se capazes de reconhecer outro receptor quimiocina (CXCR4) e utilizam 

esta molécula para invadir os linfócitos T CD4. Neste fase o vírus possui uma dupla 

afinidade, pois infectam tanto os macrófagos como os linfócitos T CD4. Na fase 

mais tardia da infecção o vírus possui uma alta afinidade pelos linfócitos T CD4 (T-

trópico) e são esses vírus que destroem o sistema imunitário e possibilitam o 

desenvolvimento da AIDS (O’Brien and Dean, 1997). 

As moléculas CCR5 e CXCR4 estão presentes tanto nos monócitos como nos 

linfócitos T CD4, porém o vírus HIV-1 utiliza a molécula CCR5 para infectar os 

monócitos e os linfócitos T CD4 e a molécula CXCR4 somente para infectar 

linfócitos T CD4. Esta afinidade se correlaciona com a habilidade do vírus em 

induzir a formação de sincício em linhagens de células T. Na virose não formadora 

de sincício (NSI), a molécula utilizada é o CCR5 e na virose formadora de sincício 

(SI) a molécula utilizada é o CXCR4. Contudo, em algumas viroses SI podem ser 

utilizadas ambas as moléculas (McNilcholl et al., 1997). 

He et al. (1997) estudaram os co-receptores para o HIV-1 em células da 

microglia que expressam CCR5 e CCR3. Anticorpos anti-CCR3 e MIP-1β inibiram 

a infecção pelo HIV-1, sugerindo que ambos os receptores promovem a infecção  

pelo HIV-1 no Sistema Nervoso Central. 
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 A tuberculose (TB) é a maior doença oportunista em pacientes infectados 

pelo HIV-1, estando associado com a ativação do sistema imune e aumento da 

expressão pelo HIV-1. Morris et al. (2001) analisaram as propriedades biológicas de 

isolados de HIV-1 em pacientes com TB ativa. Todos os isolados foram não 

formadores de sincício (NSI) que utilizam o CCR5 como co-receptor. Nenhum 

isolado utilizou outro receptor quimiocina (CXCR4, CCR1, CCR2b ou CCR3) 

como co-receptor. Análise da região V3 do envelope viral mostrou que esses 

isolados possuíam o motivo GPGQ característico do subtipo C do vírus HIV-1 e 

também tinham a seqüência típica das viroses NSI. Estes dados indicam que apesar 

do estado avançado da doença nos pacientes, o vírus HIV-1 ainda utiliza o CCR5 

como co-receptor. 

 Nilcholson et al. (2001) estudaram a expressão do CCR5 e CXCR4 em 

células T nativas e de memória na infecção pelo HIV-1 e a resposta a terapia 

antiretroviral. Concluíram que a elevação do CCR5 é concomitante a ativação do 

sistema imune e replicação viral, e a diminuição do CXCR4 na progressão da 

doença e na resposta a terapia. 

 

3.3.5. O GENE ccr5 

 

O gene que codifica o CCR5, denominado ccr5 está organizado com quatro 

éxons e dois íntrons. Os transcritos parecem iniciar a partir de dois promotores 

distintos. Um promotor está situado a montante do éxon 1 na extremidade 5' (Pu) e 

o outro promotor está situado a montante do éxon 3 (Pd). O promotor Pu é um 

promotor fraco enquanto que o promotor Pd é um promotor forte. As seqüências 

promotoras (Pu e Pd) têm duas importantes características. Primeiro, a região Pu 

tem seqüência homóloga à região 3’UTR. O significado disto, se existe algum, não 

está claro. Segundo, é característico de diversos receptores acoplados à proteína G, 

que nem Pu nem Pd têm motivos CCAAT ou o clássico TATA. A composição rica 

em AT dos promotores do CCR5, Pu e Pd, sugere que eles pertencem a uma classe 
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de promotores recentes. Não existem evidências conclusivas atualmente que sugira 

que ccr5 necessite rigorosamente de ativação e inativação durante o 

desenvolvimento e diferenciação celular (Mummidi et al., 1997; Guinard et al., 

1998). 

 

3.4. POLIMORFISMO DO GENE ccr5 E SUAS CONSEQÜÊNCIAS 

3.4.1. O ALELO ccr5∆32 E PROGRESSÃO DA INFECÇÃO PELO 

HIV-1 

 

Alguns indivíduos são expostos ao HIV-1, mas continuam não infectados. 

Células T CD4 de dois desses indivíduos foram altamente resistentes, in vitro, a 

entrada do HIV-1. Esses indivíduos possuíam um defeito em homozigose, no gene 

que codifica o CCR5. Este defeito consiste na deleção de 32pb na região 

codificadora do segundo loop extracelular produzindo um códon finalizador 

prematuro, dando origem uma proteína truncada que não pode ser detectada na 

superfície celular. Esta deleção parece proteger os indivíduos homozigotos na 

transmissão sexual do HIV-1 (Liu et al., 1996). 

Dean et al. (1996) demonstraram que heterozigotos para a deleção 

(ccr5/ccr5∆32) tinham uma progressão mais lenta para AIDS do que homozigotos 

normais (ccr5/ccr5). Homozigotos para a deleção (ccr5∆32/ccr5∆32) não se 

infectariam devido à limitação do gene. No entanto indivíduos com este genótipo 

foram infectados por diferentes cepas de HIV-1 ou através de outras rotas de 

infecção, como a transfusão sangüínea, onde a quantidade de vírus seria bem maior 

do que a recebida por relação sexual. Entretanto, nesses casos a progressão da 

doença observada foi lenta. 

Indivíduos infectados pelo vírus HIV-1 possuem um grande risco de 

desenvolverem linfomas não-Hodgkin (NHL). O genótipo ccr5/ccr5∆32 está 

também associado com proteção a linfomas. Ainda que o mecanismo para esta 

proteção não esteja claro, as células B expressam CCR5 na superfície, e RANTES, 
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uma das três quimiocinas ligantes do CCR5, que é mitogênica para células B. É 

possível que RANTES desempenhe um papel importante na expansão do linfoma 

via CCR5 antes que a vigilância imune tenha uma chance para eliminar as células 

malignas. Neste caso, o nível diminuído de CCR5 em indivíduos heterozigotos 

ccr5/ccr5∆32 pode ser vantajoso para o controle indireto da expansão do linfoma 

(Rabkin et al., 1999; Dean et al., 1999). 

O fato de declarar que CXCR4 e diversos outros receptores de quimiocinas 

podem mediar a entrada do HIV-1 para o interior das células, sugere uma precaução 

em assumir que indivíduos com o genótipo ccr5∆32/ccr5∆32 poderiam ser 

absolutamente resistentes à infecção pelo HIV-1 (McNicholl et al., 1997). 

Buseyne et al. (1998) estudaram os efeitos imunológicos e virológicos da 

mutação em crianças infectadas pelo vírus HIV-1. Os heterozigotos para a deleção 

possuíam um  baixo nível do vírus, alto número de linfócitos T CD4 e uma 

progressão lenta da infecção. 

Wilkinson et al. (1998) estudaram 566 indivíduos hemofílicos (23 

soronegativos e 543 soropositivos) e 97 indivíduos que receberam transfusão 

sangüínea (9 soronegativos e 88 soropositivos). Não foi encontrado nenhum 

paciente homozigoto para a deleção nos 631 indivíduos soropositivos. Nesse 

trabalho também foi observado que entre os 471 indivíduos hemofílicos 

soropositivos homozigotos normais e os 72 indivíduos hemofílicos soroposivos 

heterozigotos não houve diferença na progressão para AIDS. Similarmente, não 

houve diferença na progressão da doença nos indivíduos observados que receberam 

transfusão sangüínea. 

Visco-Comandini et al. (1998) demonstraram que o alelo ccr5∆32 é mais 

freqüente em pacientes soropositivos que não evoluem ou possuem uma progressão 

lenta da infecção, enquanto que no grupo que evolui rapidamente não foi 

encontrado este alelo.  

Alvarez et al. (1998) analisaram soropositivos pertencentes ao grupo de 

usuário de drogas intravenosa na Espanha (n=150) e controle (n=250). A freqüência 
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do alelo ∆ccr5 foi de 0.105 e 0.040 no controle e pacientes HIV-1+, 

respectivamente. Foram estudados 50 soropositivos com evolução lenta e 10 que 

não evoluem, sendo encontrada a deleção de 32pb no gene ccr5 e não foi 

encontrada mutação no gene cxcr4. A freqüência do alelo ccr5∆32 entre os 

pacientes com evolução rápida e pacientes com evolução lenta da doença  foi de 3 e 

15%, respectivamente.  Não foi encontrado nos pacientes o alelo ccr5∆32 em 

homozigose comparado a 1% da amostra controle. Isto sugere que a ausência desta 

mutação confere uma vantagem ao vírus para infectar as células. Em adição, 

pacientes que carregam este alelo permanecem assintomáticos por um longo 

período de tempo. 

Zamarchi et al. (1999) estudaram a freqüência do alelo ccr5∆32 na Itália. Em 

371 indivíduos soronegativos o encontraram em uma freqüência de 0,047, sendo 

significantemente diferente de outras populações européias. Também foram 

estudados 54 indivíduos soronegativos usuários de drogas intravenosa (0,065), 98 

hemofílicos soronegativos (0,051) e 81 hemofílicos soropositivos (0,049), sendo 

não significativa a diferença nas freqüências nesses grupos, sugerindo que a deleção 

não protege contra a infecção em rotas parenterais. A freqüência nos indivíduos 

progressores foi de 0,042 e nos indivíduos não progressores foi de 0,111. 

A relação entre a deleção de 32pb (ccr5∆32 ), a mutação CCR2b 64I 

(substituição da valina pela isoleucina na posição 64 na primeira região 

transmembrana) e o vírus HIV-1 foi estudada por Schinkel et al. (1999) em 108 

indivíduos soropositivos pertencentes a grupo de usuários de drogas intravenosa. A 

mutação no receptor CCR2b ocorre numa freqüência de 0,098 em brancos e 0,151 

em africanos. Pesquisas sugeriram que esta mutação está associada com um papel 

favorável na progressão da doença. Porém o mecanismo desse fenômeno não está 

claro, pois o CCR2b não é utilizado como co-receptor e a mutação está localizada 

na região transmembrânica. Neste trabalho não foi encontrada evidência de que 

essas mutações tivessem algum efeito nos indivíduos infectados, quando 

comparados com progressão a AIDS, morte ou contagem de células CD4. O 
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declínio das células CD4 e a carga viral nos três primeiros anos não foi diferente 

entre os heterozigotos para as mutações e os homozigotos normais. 

Alternativamente, diferenças no papel da transmissão ou características na variante 

do HIV-1 poderiam explicar este fenômeno.  

Genótipos combinados como ccr5∆32, CCR2-6AI, SDF1-3’A (mutação na 

região 3’ não traduzida do gene SDF1 – fator derivado do estroma)  e alelos HLA 

(antígenos leucocitário humano) podem predizer o estado não progressor por um 

longo tempo (LTNP) em indivíduos infectados pelo HIV-1. Os LTNP representam 

menos de 5% dos indivíduos infectados. A deleção foi significantemente alta entre 

os LTNP. Os alelos HLA predominantes nos LTNP foram HLA-A3, -B14, -B17, -

B27, -DR6 e -DR7 (Magierowska et al., 1999). 

 Os alelos ccr5∆32, CCR2b 64I, SDF1 3’A e o polimorfismo na posição 

59029 do promotor ccr5 podem influenciar na progressão da AIDS. Além disso, o 

ccr5∆32 e CCR2b 64I têm sido associados com vários outras doenças, tais como 

artrite reumatóide, esclerose múltipla, doença inflamatória do intestino, diabetes 

insulino-dependente e arterioesclerose.. Kristiansen et al. (2001) desenvolveram 

uma análise múltipla desses polimorfismos, com a finalidade de fornecer um ensaio 

em larga escala para os quatro polimorfismos.  

 Rugeles et al. (2002) determinaram uma freqüência de 4% do alelo mutante 

em indivíduos soronegativos expostos ao HIV-1 e 4,2% em soropositivos na 

Colômbia. O genótipo homozigoto para a deleção foi encontrado somente nos 

soronegativos. Não houve diferenças significativas entre as freqüências genotípicas 

e alélicas nos dois grupos. A comparação entre as freqüências genotípicas 

observadas e as esperadas mostraram que elas foram significantemente diferentes 

para o grupo soronegativo. 

 Sheppard et al. (2002) estudaram indivíduos com o genótipo ccr5∆32/ 

ccr5∆32 que se infectaram com o vírus HIV-1 SI. Neste estudo ficou claro que a 

deleção está associada a uma proteção incompleta quanto a estes vírus.   
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3.4.2. OUTRAS VARIANTES DO GENE ccr5 

 

 Carrington et al. (1997) identificaram 16 mutações na região que codifica o 

CCR5. Dessas mutações, 5 foram detectadas exclusivamente entre negros 

americanos e 8 foram observadas somente em Caucasianos (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Variantes do gene ccr5 e suas freqüências 

 Nº de alelos observados/ 
Total de Nº de cromossomos 

Variantes 

Substituição 
de ácido 
nucléico Caucasianos Negros Americanos 

I12L A25C 1/382 (0.003) 0/664 (0.000) 
C20S T58A 2/698 (0.003) 0/664 (0.000) 
A29S G85T - 1/64 (0.015) 
I42F A124T 1/170 (0.001) - 
L55Q T164A 29/708 (0.041) 5/664 (0.007) 
R60S G180T - 1/76 (0.013) 
A73V C218T 3/462 (0.002) 0/664 (0.000) 
S75S T215C 0/212 (0.000) 9/664 (0.013) 

C101X T303A - 1/70 (0.014) 
I164I C492A 1/98 (0.010) - 

∆32(185) ∆32 520/5210 (0.100) 38/2030 (0.019) 
R223Q G668A 1/64 (0.016) - 

228delK 680del3 1/490 (0.002) 0/494 (0.000) 
V300V C900A 1/242 (0.000) 0/100 (0.000) 
G301V G902T 1/90 (0.011) 0/268 (0.000) 
A335V C1004T 1/174 (0.006) 12/484 (0.025) 
Y339F A1016T 0/242 (0.000) 3/116 (0.026) 

Carrington et al. (1997) 
 

 

Variantes como C20S, I42F, C101X associadas com a variante ∆32, foram 

identificadas em indivíduos soronegativos para o HIV-1, apesar de altamente 

expostos ao vírus (Carrington et al., 1997). 

Outras variantes na região promotora também estão relacionadas com uma 

variabilidade na progressão da AIDS entre indivíduos infectados pelo HIV-1 

(Martin et al., 1998; Mummidi et al., 1998; McDermott et al., 1998). Por exemplo, a 

substituição de citosina por timina, na posição -1835 foi identificada em indivíduos 
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infectados pelo HIV-1 que possuem uma progressão lenta da AIDS (Mummidi et 

al., 1998). 

 

3.5. ORIGEM DA DELEÇÃO DE 32 PARES DE BASES 

 

Libert et al. (1998) investigaram o alelo ccr5∆32 em 18 populações 

européias. A população de maior freqüência foi a da Finlândia (16%) e a de menor 

foi a da Sardenha (4%). Microssatélites altamente polimórficos (IRI3.1 ou D3S4579 

e IRI3.2 ou D3S4580) localizados respectivamente 11kb a montante e 68kb a 

jusante do gene ccr5 foram usados para determinar o haplótipo do cromossomo 

carregador da mutação. Um forte desequilíbrio de ligação foi encontrado entre 

ccr5∆32 e o alelo específico dos microssatélites  IRI3.1 e IRI3.2: mais de 95% dos 

cromossomos carregando o alelo ccr5∆32 possuiam o alelo IRI3.1-0, enquanto que 

88% possuiam o alelo IRI3.2-0. Esses alelos foram encontrados, respectivamente, 

em somente 2 e 1,5% dos cromossomos que carregavam o alelo selvagem (ccr5). A 

partir desses dados, concluiu-se que muitos e não todos os alelos ccr5∆32 

originaram-se de uma mutação simples e que este evento provavelmente teve 

origem recente (~1000 anos atrás) no Nordeste Europeu.  

Stephens et al. (1998) estimou que o alelo ccr5∆32  tenha surgido 

aproximadamente há 700 anos atrás. O surgimento e o rápido aumento na 

freqüência desta mutação em populações caucasianas, estão de acordo com a 

história de fortes eventos seletivos (uma epidemia de um patógeno que como o 

HIV-1 utiliza o CCR5). A Yersinia pestis é um forte candidato, pois a epidemia 

ocorreu há 650 anos atrás na Europa (entre 1346 a 1352) e seu mecanismo para 

induzir apoptose em macrófagos envolve o CCR5. Outros possíveis candidatos são 

a Shigella, Salmonella e Mycobacterium tuberculosis por terem também como alvo 

os macrófagos. Doenças infecciosas com a sífilis, varíola e influenza também são 

candidatas. Estas doenças dizimaram milhões de indivíduos durante o milênio 

passado. 



Macêdo, A. K. V.                                                                                             Determinação do Polimorfismo... 

 
 

30

3.6. DISTRIBUIÇÃO GLOBAL DO ALELO ccr5∆32 

 
O alelo ∆ccr5 possui uma freqüência de 0,092 em populações caucasianas, 

mas está ausente em populações negras da Europa Ocidental, África Central e em 

populações Japonesas. (Samson et al., 1996c). A freqüência do alelo mutante varia 

entre os caucasianos europeus, revelando um declínio desde o Norte até o Sul, 

alcançando níveis imperceptíveis na Arábia Saudita, como mostra a figura 2. 

(O’Brien e Dean, 1997)  

A distribuição global do alelo ccr5∆32 publicada por Martinson et al.(1997) 

mostrou que o alelo mutante não está confinado a pessoas descendentes de 

europeus, mas é encontrado por toda a Europa, Oriente Médio e Ásia. Ocorrências 

isoladas podem ser observadas em todo o mundo (tabela 3). 

Husain et al. (!998) foram os primeiros a relatar a mutação na Índia. Eles 

estudaram 100 indivíduos normais e identificaram um indivíduo heterozigoto para a 

deleção. 

Yudin et al. (1998) analisaram 531 indivíduos representando Sibéria 

Ocidental e Oriental, Ásia Central e partes mais orientais da Rússia. Uma 

freqüência alta da mutação (11,1%) foi identificada na Sibéria Ocidental e uma 

freqüência baixa (0,5 a 4,8%) foi observado nas populações da Ásia Central, Sibéria 

Oriental, partes mais orientais da Rússia e Canadá. Os autores concluíram que a 

distribuição da deleção tende a diminuir quanto mais longe estiver da Europa.  

Szalai et al. (1998) analisaram 108 recém-nascidos na Hungria, encontrando 

21 heterozigotos e 2 homozigotos para a deleção, com uma freqüência do alelo 

mutante de 0,116. 

Passos et al. (1998) estudaram a freqüência do alelo ccr5∆32 em 100 

indivíduos da população urbana do sudeste brasileiro e em 98 índios brasileiros. Foi 

observado uma freqüência do alelo mutante de 0,035 na população urbana e sua 

ausência nos índios brasileiros estudados. A freqüência do ccr5∆32 encontrada na 

população urbana pode ser explicada pela colonização européia.  
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Pereira et al. (2000) estudaram 907 indivíduos não-relacionados da 

população urbana do sudeste brasileiro (322 indivíduos sadios, 354 pacientes com 

câncer colon-retal e 229 doadores de sangue). Os três grupos não apresentaram 

diferenças significativas quanto às freqüências alélicas de ccr5∆32: 0,054, 0,054 e 

0,052, respectivamente. 

Majumder & Dey (2001) estudaram 1.438 indivíduos pertencentes a 40 

grupos étnicos da Índia. O alelo ccr5∆32 foi ausente em muitos grupos, mas estava 

presente em algumas populações do norte e do oeste. Os autores sugeriram que o 

alelo poderia ter sido introduzido pela herança caucasiana, consistente com o fato 

histórico de que imigrantes caucasóides da Ásia Central e da Europa Ocidental que 

teriam entrado na Índia. 

 
 

Figura 2 – Frequência do ccr5∆32 na Europa. (O’Brien e Dean, 
1997) 
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Tabela 3. Distribuição global do ∆ccr5 

População Nº estudado Genótipo %∆ccr5 
  ccr5/ccr5 ccr5/∆ccr5 ∆ccr5/∆ccr5  
Europa      
Ashkenazi 43 26 16 1 20.93 
Islândia 102 75 24 3 14.71 
Grã-Bretanha 282 223 57 3 11.13 
Espanha-Basque 29 24 5 0 8.62 
Espanha-Catalunia 49 41 8 0 8.16 
Itália 91 81 10 0 5.49 
Irlanda 44 40 4 0 4.55 
Chipre 84 77 7 0 4.17 
Grécia 63 60 3 0 2.38 
Oriente Médio      
Caucasus:Daguestão 110 96 14 0 6.36 
Arábia Saudita 241 231 10 0 2.07 
Yemen 34 34 0 0 - 
Asia      
Russia:Udmurtia 46 38 7 1 9.78 
Gujarat 32 30 1 1 4.69 
Paquistão 34 32 2 0 2.94 
Sindh 29 28 1 0 1.72 
Punjab 34 33 1 0 1.47 
Bengal 25 25 0 0 - 
Hong Kong 50 50 0 0 - 
Taiwan 83 83 0 0 - 
Filipinas: Filipino 26 26 0 0 - 
Filipinas: Negros 30 30 0 0 - 
Mongolia 59 59 0 0 - 
Sri Lanka 37 37 0 0 - 
Burma 67 67 0 0 - 
Tailândia 101 100 1 0 0.50 
Borneo 151 151 0 0 - 
Sumatra 72 72 0 0 - 
Andaman Islands 24 24 0 0 - 
África      
Nigeria 111 110 1 0 0.45 
Gambia 56 56 0 0 - 
República Africana Central 52 52 0 0 - 
Kenya 80 80 0 0 - 
Ivory Coast 87 87 0 0 - 
Malawi 80 80 0 0 - 
Zambia 96 96 0 0 - 
Kalahari San 36 36 0 0 - 
Oceania      
Nova Guiné 96 96 0 0 - 
Polinésia Francesa 94 94 0 0 - 
Aborigines Australianos 98 96 2 0 1.02 
Guam 59 58 1 0 0.85 
Fiji 17 17 0 0 - 
Américas      
Nuu-Chah-Nulth 38 37 1 0 1.32 
México (Huicholes) 52 52 0 0 - 
Brasil (índios) 98 98 0 0 - 
Jamaica 119 119 0 0 - 
Primatas      
Chimpanzé 66 66 0 0 - 
Total 3.408     
Martinson et al.(1997) 
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A população do Estado de Pernambuco (Brasil), ainda não havia sido 

estudada  para esta deleção até o presente, daí a importância deste trabalho, pois a 

revelação das freqüências do alelo mutante (ccr5∆32) nesta população e nos 

indivíduos infectados pelo HIV-1 fornecerá informações sobre a origem desta 

população e poderá sugerir novas abordagens para o diagnóstico, prognóstico e 

tratamento da AIDS.  

 

3.7. POSSÍVEL EXISTÊNCIA DE SELEÇÃO A FAVOR DO ALELO 

ccr5∆32 

  

A alta freqüência do alelo ccr5∆32 nas populações européias, iniciada por 

um evento simples, a mutação, poderia em teoria ser resultado de uma tendência 

genética ao acaso, na ausência de seleção natural contra ou a favor da mutação. 

Contudo, dada a origem relativamente recente da mutação e o tamanho da 

população européia, é improvável que tenha sido somente um rápido aumento 

aleatório na freqüência do alelo ccr5∆32. Uma possível mecanismo de seleção é 

portando postulado. Neste caso, a seleção atuaria primariamente em heterozigotos 

sendo mais provável que dirija esta nova mutação a um valor médio de sua 

freqüência alélica de 10% em cem gerações ou menos. Esta seleção pode estar 

associada com a resistência a doenças infecciosas ou suas conseqüências, de acordo 

com o envolvimento do CCR5 no recrutamento de monócitos, macrofágos e células 

T. A natureza precisa desse fator seletivo, contudo, permanece em discussão (Libert 

et al., 1998). 
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RESUMO 

 

Foram analisados um total de 511 indivíduos da População do Estado de 

Pernambuco, Nordeste do Brasil, para a mutação ccr5∆32 pela técnica de PCR, 

sendo 260 indivíduos HIV-1 soropositivos e 251 da população controle. A 

freqüência do alelo mutante foi de 0,0423 para os indivíduos soropositivos e 0,0418 

para os indivíduos controle. Os indivíduos homozigotos para a mutação foram 

encontrados em 1,2% (3/251) dos indivíduos controle, mas não foi encontrado nos 

indivíduos soropositivos. Os indivíduos heterozigotos foram encontrados em 8,5% 

(22/260) dos indivíduos soropositivos e 6% (15/251) dos indivíduos controle. A 

diferença nas freqüências genotípicas e alélicas entre os grupos não foi significativa, 

mas a comparação entre o observado e o esperado das freqüências genotípicas 

demonstraram uma diferença significativa no grupo dos indivíduos controle, 

sugerindo uma seleção a favor dos homozigotos para o alelo mutante. 
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INTRODUÇÃO 

 

 O receptor quimiocina 5 (CCR5) pertence a uma família de receptores 

acoplados a proteínas G que cruzam a membrana celular 7 vezes, estando envolvido 

na quimiotaxia dos leucócitos para as áreas de inflamação em resposta a ligação 

com as CC-quimiocinas - MIP-1α, MIP-1β e RANTES (Samson et al., 1996a; 

Combadiere et al., 1996). O gene que codifica o CCR5 está localizado na região 

p21.3 do cromossomo 3 humano, próximo aos outros genes de receptores CC-

quimiocinas (Samson et al., 1996b; Rapport et al., 1996).  

 A proteína CCR5, juntamente com o CD4, permite a entrada do HIV-1 em 

macrófagos e monócitos, mostrando ser o principal co-receptor para o vírus HIV-1 

M-trópico (Dragic et al., 1996; Deng et al.,1996; Choe et al., 1996; Alkhatib et al., 

1996; Doranz et al., 1996 e Samson et al., 1996a). Ao contrário do vírus HIV-1 T-

trópico, o qual geralmente aparece na fase mais tardia da doença, o M-trópico tem 

sido responsável pela transmissão viral e início da infecção (Wolinsky et al., 1996). 

A deleção de 32bp neste gene (ccr5∆32) confere resistência a infecção pelo 

HIV-1 em indivíduos homozigotos para a deleção, porque resulta em uma proteína 

traduzida truncada que conseqüentemente não é integrada na membrana celular (Liu 

et al., 1996). Heterozigotos para o alelo ccr5∆32 demonstram uma progressão mais 

lenta nos estágios clínicos da AIDS (Huang et al., 1996; Dean et al., 1996 and 

Michael et al., 1997). 

 O alelo ccr5∆32 está presente em populações Européias e Norte Americanas, 

com uma freqüência de heterozigotos variando de 10 a 20% em Caucasianos (Liu et 

al., 1996; Martinson et al., 1997; Dean et al., 1996; Huang et al., 1996 and Samson 

et al., 1996c). Além de estar presente por toda a Europa, este alelo mutante também 

é encontrado no Oriente Médio e Ásia com freqüência de 2 a 5%. Ocorrências 

isoladas podem ser observadas em todo o mundo. Uma freqüência muito baixa foi 

observada em africanos, japoneses e nativos americanos (Martinson et al., 1997). 

No Sudeste Brasileiro a freqüência do alelo mutante foi de 3,5% (Passos Jr, and 
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Picanço, 1998). No presente trabalho, determinamos a freqüência do alelo ccr5∆32 

numa amostra da população do Estado de Pernambuco, localizado no Nordeste 

Brasileiro, e em indivíduos HIV-1 soropositivos desta região. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 A amostra consiste de 511 indivíduos não relacionados da população do 

Estado de Pernambuco (PE), sendo 251 indivíduos controle e 260 individuos HIV 

soropositivos do Hospital Correia Picanço, Recife (PE). De todos os indivíduos 

foram coletados 5ml de sangue venoso utilizando ACD (ácido cítrico 0,038M; 

citrato de sódio tribásico 0,075M; dextrose 0,133M) como anticoagulante. 

 O DNA foi extraído pelo método mini salting-out e digestão com proteinase 

K (Miller et al., 1988). Foram utilizados os primers descritos por Martinson et al. 

(1997) para a amplificação da região da deleção.  

 O DNA genômico (50-100 ng) de cada indivíduo foi amplificado para um 

volume total de 23 µl contendo tampão 100 mM Tris-HCl pH 8.8, 50 mM KCl, 1.5 

mM MgCl2, 0.2 mM each dNTP, 1 U Taq polymerase and 25 pmol de cada primer. 

A PCR foi efetuada em um termociclador Perkin-Elmer 2400, ciclagem: 94o 

C por 5 minutos, 1 ciclo; 94o C por 30 segundos e 70o C por 30 segundos, 30 ciclos. 

Com um acréscimo de 1 segundo na temperatura de extensão para cada ciclo.  

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese vertical em gel de 

poliacrilamida desnaturante 7%, no sequenciador SQ3 Sequencer-Pharmacia por 

uma hora com 2000 volts. Após a corrida eletroforética o gel foi corado com nitrato 

de prata. O alelo normal, com 193 pb e o mutante com 161 pb foram identificados 

por comparação com marcador de peso molecular (Figura 1).  
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Dos 251 indivíduos controle estudados, 233 não apresentaram a deleção, 15 

foram heterozigotos e 3 foram homozigotos para a deleção, o alelo mutante 

apresentando freqüência 0,0418 (Tabela 1). Após a aplicação do Teste Exato de 

Fisher pôde-se deduzir que a distribuição genotípica observada para o loco 

analizado encontra-se em desequilíbrio de Hardy-Weinberg (p=0,0059).  

A presença do alelo ccr5∆32 pode ser explicada pela história da colonização 

ocorrida nesta região do Brasil. A freqüência de 0,0418 deste alelo em nossa 

população é inferior à freqüência média observada na Europa (0,10) o que pode ser 

atribuído à contribuição de africanos e ameríndios. O desequilíbrio de Hardy-

Weinberg em Pernambuco sugere uma seleção a favor do homozigoto 

ccr5∆32/ccr5∆32, já que o número de homozigotos ccr5∆32/ccr5∆32 observado foi 

significantemente maior que o esperado. 

Dos 260 indivíduos infectados, 22 foram heterozigotos para deleção, o alelo 

mutante apresentando freqüência de 0,042. Não foi identificado nenhum 

homozigoto para a deleção, resultado que reforça a idéia de que a homozigose para 

a deleção confere resistência à infecção pelo HIV-1, como descrita na literatura. Na 

amostra dos indivíduos soropositivos, os heterozigotos já desenvolveram os 

sintomas da AIDS e possuem uma média de quatro anos de tratamento com terapias 

antiretrovirais, possuem carga viral baixa e contagem de linfócitos T CD4 abaixo do 

normal, semelhante aos indivíduos soropositivos da amostra que não possuem a 

deleção. 
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C1 C2 

Figura  1 - Gel de poliacrilamida 7% com o alelo 
ccr5 (193pb), o alelo ∆ccr5 (161pb), os controles - C1 
(193pb) e C2 (167pb, 163pb, 159pb, 155pb, 151pb, 
147pb, 143pb  e 139pb)  

193pb  

161pb  



Macêdo, A. K. V.                                                                                             Determinação do Polimorfismo... 

 
 

51

Tabela. 1 Distribuição das freqüências alélicas e genotípicas considerando os 
alelos ccr5 e ccr5∆32 na população Pernambucana (indivíduos controle e 
indivíduos soropositivos). 
 

 Indivíduos Controle Indivíduos Soropositivos 
Freqüências alélicas   
ccr5 0,9582 0,9577 
ccr5∆32 0,0418 0,0423 
   
Genótipos Observado Esperado Observado  Esperado
ccr5/ ccr5 233(92,8%) 230,44 238 (91,5%) 238,47 
ccr5/ ccr5∆32 15 (6,0%) 20,12 22 (8,5%) 21,07 
ccr5∆32/ ccr5∆32 3 (1,2%) 0,44 0 0,47 

χ2 16,26 0,50 
Total 251 260 
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Of a total of 511 individuals from the population of the States of the Pernambuco, 

Northeast of Brasil, analysed for Delta32 mutation by the PCR technique, 260 

scored HIV seropositive and 251 control population. The frequency of the mutant 

allele Delta32 was 0,0423 for seropositive individuals and 0,0418 for control 

individuals. The homozygous mutant genotype was found in only 1,2% (3/251) of 

control individuals, but in no seropositive individuals. The heterozygous genotype 

was found in 8,5% (22/260) of seropositive individuals and in 6% (15/251) of 

control individuals. The differences in the allelic and genotypic frequencies among 

the groups were not statistically significant. A comparison between the observed 

and the expected genotypic frequencies showed that they were significantly 

different for the control individuals group, suggesting a protective, yet indirect 

effect of the mutant genotype. 

 

 

 

 

 

 


