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Resumo 
As quimiocinas são citocinas envolvidas no processo de atração de leucócitos aos sítios de 
inflamação, atuam também no desenvolvimento dos órgãos, na angiogênese, na mobilidade de 
células tronco, na recirculação dos leucócitos, na regulação e no desenvolvimento imunológico 
e hematopoiético. Muitos polimorfismos nos genes que codificam as quimiocinas e seus 
receptores têm sido descritos em diferentes populações, o que poderia interferir na regulação da 
expressão gênica. Sugerindo desta forma um importante papel destas moléculas na 
susceptibilidade ao desenvolvimento de doenças infecto-contagiosas. Desta forma o presente 
estudo teve como objetivo avaliar a incidência do alelo variante do polimorfismo de quimiocina 
CCR5-D32, em indivíduos saudáveis de ascendência asiática. As amostras utilizadas foram de 
sangue periférico, das quais foi extraído o DNA para análise molecular do polimorfismo por 
meio da técnica de PCR. Os dados foram avaliados estatisticamente pelo programa SPSS 
Statistics 17.0, adotando o nível de significância de p<0.05, onde observou-se que 100% dos 
indivíduos são selvagens para a deleção de 32 pares de bases, demonstrando a ausência deste 
polimorfismo em indivíduos brasileiros descendentes de asiáticos. Porém devido ao baixo 
numero de amostras avaliadas são necessários mais estudos para comprovação. 
Palavras-chave: CCR5�32, HIV, epidemiologia. 
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Abstract 
Chemokines are cytokines involved in leukocyte attraction to sites of inflammation, in organs 
development, in angiogenesis, on the mobility of stem cells, in the recirculation of leukocytes, 
and in immune and hematopoietic development. Many polymorphisms in the genes encoding 
chemokines and their receptors have been described in different populations, which could 
interfere in gene expression regulation, suggesting an important role of these molecules in 
infectious diseases susceptibility. This study aimed to evaluate the incidence of the variant allele 
of the chemokine receptor 5 ∆32 polymorphism, in healthy Asian descents. DNA was extracted 
from peripheral blood for molecular analysis of CCR5 polymorphism by PCR technique. The 
data were statistically analyzed using SPSS Statistics 17.0 software, adopting the significance 
level of p <0.05. It was observed that 100% of all individuals analyzed are wild type for 32bp 
deletion, demonstrating the absence of this polymorphism in Brazilians Asian. However a small 
sample number was assessed, so further studies are necessary to corroborate these results. 
Key words: CCR5�32, HIV, epidemiology 

 

 

INTRODUÇÃO 

Quimiocinas são pequenas proteínas que estão entre os maiores mediadores da 
migração leucocitária para o sítio da inflamação. Elas promovem a migração 
quimiotática de linfócitos, a partir de sua ligação com receptores específicos presentes 
na membrana destas células (1). As funções das quimiocinas são mediadas através de 
receptores de quimiocinas transmembrana expressos na superfície de várias células. No 
caso do CCR5, sua expressão é mais comum entre certos tipos celulares, 
especificamente linfócitos Th1 e macrófagos, levando a resposta imune do tipo Th1 
com a produção de interferon gama (IFN-γ), fator de necrose tumoral beta (TNF-β), e 
interleucina 2 (IL-2) (2). 

Os receptores de quimiocinas CCR5 são expressos em células T ativadas e 
estas têm perfil de citocina tipo Th1 (2). Entretanto as quimiocinas são muito menores 
que as citocinas e desempenham sua atividade via receptores com sete α-hélices 
transmembrana acoplados à proteína G, os quais são típicos para atração de leucócitos 
(1). O gene que codifica o CCR5 está localizado na região p21.3 do cromossomo 3 
humano. Outros genes de receptores de quimiocinas estão próximos desta região. CCR5 
é um dos receptores da família de quimiocinas CC (o qual se liga às quimiocinas CCL3, 
CCL4, CCL5) presente principalmente em células do sistema imune como linfócitos e 
macrófagos. Tem a função de encaminhar estas células ao sitio de inflamação(2).  

Alguns estudos mostram que os indivíduos homozigotos para o alelo com a 
deleção são resistentes a infecções que tem tropismo por macrófagos. O HIV utiliza 
receptores de quimiocinas como seus co-receptores obrigatórios para sua entrada nas 
células; uma vez que sua gp120 liga-se ao CD4, provocando uma mudança 
conformacional, o que permite que haja uma interação subseqüente com o receptor de 
quimiocina e conseqüente fusão de suas membranas. O CXCR4 é um co-receptor para 
cepas do HIV tipo 1 (HIV-1) que infecta linhagem de células T (cepas T-trópicas), e o 
CCR5 é um co-receptor para HIV-1 que infectam macrófagos e células T ativadas 
(cepas M-trópicas). RANTES (quimiocina que regula expressão e secreção por 
linfócitos T) e MIP-1α e MIP-1β (proteínas inflamatórias de macrófagos -1α e 1β), os 
quais são ligantes para CCR5, e o CXCL12 um ligante para CXCR4, bloqueiam a 
entrada do HIV M-trópico e T-trópico respectivamente, nas células (3;4;5).  
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Em uma rápida sucessão de estudos epidemiológicos, identifica-se a existência 
de um alelo mutante para o gene CCR5, que carrega uma deleção de 32 pares de bases 
(∆32), sendo denominado CCR5∆32 (6). Esta variante resulta em uma forma não 
funcional de receptor, impedindo a sua interação com suas quimiocinas ligantes (7;8;9). 

Em descendentes asiáticos a deleção do CCR5∆32 é pouco frequente, 
entretanto como o Brasil é um país que apresenta grande diversidade étnica devido às 
imigrações, e levando em consideração a grande importância da deleção na resistência 
do indivíduo à infecção pelo HIV, o presente trabalho avalia a incidência da deleção 
entre descendentes asiáticos na região de Maringá – PR.  

 
 

MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Sujeitos 

Este trabalho foi encaminhado ao Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 
Humanos (CEP) e aprovado de acordo com parecer n°088/2011 o qual se encontra de 
acordo com os princípios éticos na Experimentação Humana adotada pela Comissão 
Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) pela Resolução MS/CNS n°196/96 do 
Ministério da Saúde (MS). 

A pesquisa da deleção foi realizada em 15 indivíduos saudáveis, descendentes 
asiáticos, em ambos os sexos, com idade superior a 18 anos, que se propuseram a 
participar voluntariamente deste estudo após convite, mediante assinatura do Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido. Os sujeitos foram abordados na Instituição de 
ensino superior, ou mesmo em outros ambientes de convívio social, onde foram 
convidados a participar da pesquisa como colaboradores, foram informados sobre os 
objetivos da pesquisa e sobre a coleta de 5mL sangue periférico e também sobre a não 
necessidade de estar em jejum para a coleta do material.  

 
Local 

A coleta das amostras de sangue periférico foi realizada no Centro 
Universitário de Maringá, no laboratório de análises clínicas. E o processo de 
identificação genética no laboratório de biologia molecular da referida instituição de 
ensino superior. 
   
Procedimento 

O DNA genômico foi obtido a partir de amostras de sangue periférico dos 
pacientes em estudo. A técnica utilizada consistiu basicamente no rompimento 
enzimático de membranas celulares, eliminação de proteínas e ácidos graxos por ação 
de solventes orgânicos e precipitação do DNA com etanol (10;11) com algumas 
modificações. A integridade do DNA foi analisada rotineiramente por uma eletroforese 
a 100V, em gel de agarose 1%.  
 
Reação em cadeia da polimerase (PCR)  

Os iniciadores para CCR5 utilizados para a amplificação do DNA foram 
sintetizados de acordo com a sequência GenBank AF009962. Primer sense: 5' ACC 
AGA TCT CAA AAA GAA 3’, Primer anti-sense: 5' CAT GAT GGT GAA GAT AAG 
CCT CA 3'. 

A condição da reação de amplificação foi realizada em ciclos no termociclador 

"PCR Sprint-ThermoHybaid" que consiste em temperatura inicial de desnaturação, 94
o
C 
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por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de um minuto a 94
o
C, para desnaturação, um 

minuto a 58ºC, temperatura de anelamento, e um minuto a 72
o
C para extensão das fitas, 

com extensão final de 10 minutos a 72
o
C.  

Todas as reações efetuadas tiveram um controle negativo (ausência de DNA) a 
fim de assegurar a ausência de contaminação. 

 
 
RESULTADOS 
 

Neste trabalho foram avaliadas as amostras de 15 indivíduos descendentes 
asiáticos, saudáveis, com idade entre 18-79 anos, de ambos os sexos (Tabela 1), para a 
análise de seus genótipos. A idade média dos indivíduos foi de 46,4 ± 23,12 anos de 
idade com um valor de mediana de 43 anos. 

A maioria dos indivíduos envolvidos neste estudo pertencem a terceira geração 
de descendentes asiáticos correspondendo a 46,7% (7/15) dos indivíduos. E apenas um 
indivíduo (6,66%) relatou apresentar hábito tabagista.  

 

Tabela 1.  Características demográficas da população. 

 n % 

SEXO             F 

                       M 

7 

8 

46,66 

53,33 

GERAÇÃO     1 

                       2 

                      3 

                       4 

4 

3 

7 

1 

 

26,7 

20,0 

46,7 

6,7 

 

TABACO N 

 S 

14 

01 

93,33 

6,66 

 

 

Os possíveis genótipos, para o gene CCR5, avaliados neste estudo são 
CCR5/CCR5 (selvagem), CCR5/∆32 (heterozigoto), e ∆32/∆32 (homozigoto). Sendo 
que neste trabalho os 15 indivíduos avaliados não apresentaram a deleção o genótipo, 
sendo então representativos apenas em CCR5/CCR5 (selvagens). 

A distribuição genotípica foi avaliada pela técnica de PCR seguida de 
eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, na qual foram observados fragmentos 
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eletroforéticos de 225pb para o genótipo selvagem, caso algum indivíduo tivesse 
apresentado o genótipo CCR5/∆32 este teria apresentado um fragmento de 225pb e 
outro de 193pb e o individuo ∆32/∆32 teria apresentado um único fragmento de 193pb 
(Figura 1).  

 

 

FIGURA 1.  Perfil Eletroforético dos fragmentos do gene CCR5 analisados. (B) Branco, (L) Ladder 
100pb, (1, 2 e 3) produtos do PCR CCR5/CCR5. Gel de Poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata. 

 

DISCUSSÃO 
 

Quimiocinas são citocinas quimiotáticas, que tem a função de mensageiros 
intracelulares, as quais carregam sinais regulatórios de células para célula. São 
produzidas por vários tipos celulares e estão presentes principalmente em processos 
inflamatórios, onde a presença de leucócitos é essencial na resposta do hospedeiro 
durante a infecção (12). Foram inicialmente identificadas como citocinas quimioatrentes 
no contexto do tráfico de leucócitos para locais de inflamação, mas o seu papel 
biológico não é limitado a quimiotaxia. Quimiocinas mostraram-se envolvidas em 
outras funções biológicas, na angiogênese, hematopoiese, desenvolvimento embrionário 
e metástase. Receptores de quimiocinas como CCR5 tem o papel preponderante para a 
entrada viral e replicação das células, isso pela resistência a infecção pelo HIV-1 de 
indivíduos que falta CCR5 devido a uma deleção de 32 pares de bases no gene CCR5 
(13). 

O alelo CCR5∆32 é comum entre Europeus caucasóides (frequência alélica 
0,05 - 0,15), porém raro ou ausente na maioria dos outros grupos étnicos, como nativos 
africanos e ameríndios (14-19). A ausência desta variante também foi relatada na 
população nativa da América do Sul, em populações nativas da Amazônia Brasileira 
(18;20) e também em Asiáticos (21;22;23).  

Na patofisiologia do HIV os receptores de quimiocinas são importantes que se 
tornaram aparentes quando se descobriu um polimorfismo para CCR5, o qual poderia 
explicar porque certos pacientes com alto risco para infecção por HIV-1 permanecem 
não infectados (24;6). Pessoas que são homozigotas para a deleção de 32 pares de bases 
no gene para o CCR5 não têm a síntese de proteínas CCR5 funcionais, e as mesmas não 
são encontradas dentre os pacientes HIV positivos. Além disso, células de pessoas com 
esta mutação podem conferir resistência à infecção por HIV-1 "in vitro" (25).  

B         L        1      2      3  
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Foi observado também que pessoas heterozigotas para tal deleção apresentam 
uma progressão mais lenta na infecção pelo HIV-1 do que os indivíduos onde não há 
constatação desta mutação. Este fato pode ocorrer devido à existência de uma 
associação entre a gp120 e o CD4 e o receptor para quimiocina antes do HIV infectar as 
células, apesar do mecanismo molecular implicado na fusão celular com o vírus não 
estar totalmente elucidado (26;27;28;29). 

Na população brasileira, caracterizada por uma intensa miscigenação, a 
frequência de indivíduos com o genótipo selvagem, CCR5/CCR5, foi de 93% e a de 
indivíduos heterozigotos, CCR5/∆32, de 7% (30). 

Investigou-se o alelo CCR5∆32 em 18 populações européias. A população de 
maior frequência foi a da Finlândia (16%) e a de menor foi a da Sardenha (4%) (31). 
Esses alelos foram encontrados, respectivamente, em somente 2 e 1,5% dos 
cromossomos que carregavam o alelo selvagem (CCR5/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. 

O alelo CCR5 possui uma frequência de 0,092 em populações caucasianas, mas 
está ausente em populações negras da Europa Ocidental, África Central e em 
populações Japonesas (32). A frequência do alelo mutante varia entre os caucasianos 
europeus, revelando um declínio desde o Norte até o Sul, alcançando níveis 
imperceptíveis na Arábia Saudita (33). Para o estudo da mutação na Índia, estudaram 100 
indivíduos normais e identificaram um indivíduo heterozigoto para a deleção (34). 

Em um estudo com 1.438 indivíduos pertencentes a 40 grupos étnicos da Índia, 
verificou-se que o alelo CCR5∆32 foi ausente em muitos grupos, mas estava presente 
em algumas populações do norte e do oeste (35). 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.  

Desta forma, os dados encontrados no presente estudo estão em concordância 
com os dados apresentados por diversos autores, como Samson et al. (1996) que 
relataram a ausência deste polimorfismo na população japonesa(32) e também com 
Husain et al (1998) e Majumder e Dey (2001) que observaram baixíssima incidência do 
alelo variante na população do sudeste asiático(34;35). Assim, como com os dados 
apresentados por Tan et al. (2010) que observaram uma frequência do alelo variante de 
0,03, relatando uma incidência de 93,3% (222/238) de indivíduos selvagens 6,3% de 
heterozigotos (15/238) e 0,4% (1/238) de homozigotos(36). 

 
 

CONCLUSÃO 
 
O presente estudo demonstrou que a deleção ∆32 do gene CCR5 foi ausente 

em indivíduos brasileiros descendentes de asiáticos da região norte do Paraná. Contudo 
o número de amostras avaliadas foi baixo, necessitando, portanto de mais estudos para 
corroborar os dados encontrados no presente estudo. 
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