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En estos Ultimos tiempos se han descubierto variadas formas de resistencia natural a la infeccién por el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH), siendo la principal de ellas la otorgada por la delecion del gen
codificante para el correceptor de quimoquina CCR5, denominada ccr5832. Se determing la frecuencia de esta
delecién en 54 mujeres de bajo riesgo para la adquisicion de VIH, multiparas, seronegativas para VIH,
atendidas en el Hospital Naval de la ciudad de Talcahuano, provincia de Concepcién, Chile. El estudio se
realizé por medio de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para los distintos genotipos
existentes en relacién a la delecién ccr5832. Los resultados obtenidos revelaron una frecuencia para el
genotipo homocigoto normal (CCR5/CCR5) del 92,59%; para el genotipo heterocigoto (CCR5/ccr5832) del
7.41%; no encontrando hallazgos del genotipo homocigoto para la mutacién (ccr5832/ccr5832). El estudio de
la frecuencia alélica de la mutacién arrojé un 3.7% en los eventos estudiados. Este es el primer estudio en el
gue determina la presencia de este mecanismo de progresién lenta en la poblacién chilena. (REVLAB 2008; 2:
11-15).

In last years, has been described a lot of natural resistance’s to HIV infection; the most important is produced
by mutation of chemokine correceptor, CCR5 gene (ccr5 832). The frequency of this mutation has been
analyzed in 54 womens with down level of risk to adquisition to HIV infection, multigive birth, seronegative to
HIV, and attended in the Naval’s Hospital of Talcahuano, state of Concepcion, Chile. This study used the
protein chain reaction to analyzed different genotypes founded to the ccr5 & 32. The result shown a frequency
to homocygote wild type genotype (CCR5/CCRS5) of the 95, 59%; to heterocygote genotype (CCR5/ccr5 & 32) of
the 7.41 %, to homocygote mutant genotype (ccr5832/ccr5832) has not found. The allelic frequency for the
mutation was 3.7%. This is the first study has demonstrated the presence of this resistant mechanism in the
Chilean population. (REVLAB 2008; 2: 11-15)
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Introduccién

Para llevar a cabo la union a la célula
huésped el virus de VIH debe cumplir con dos
requisitos esenciales; presentar el antigeno CD4
en su superficie celular (CD4+) y la coexpresion,
en el mismo sitio, de un correceptor especifico
perteneciente a la familia de los receptores de
qguimoquinas, efectuandose asi, el reconocimiento
y la posterior entrada celular del patégeno @

La entrada del VIH a la célula blanco
requiere la fusién de la membranas viral y celular,

proceso llevado a cabo por una glicoproteina
propia de la envoltura del VIH, gp-160, compuesta
por dos subunidades asociadas no
covalentemente, %p-120 (externa) y gp-41
(transmembrana) 9. La primera de estas
glicoproteinas reconoce y se une a la molécula
CD4 presente en la superficie celular de linfocitos
T helper, macréfagos y células dendriticas,
constituyendo el primer paso en la fusion de
membranas. Esto provoca una modificacion de la
configuracion de gp-120, facilitdndose la union
secundaria de ésta glicoproteina a un correceptor
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de quimoquina @ Dicha unién induce otro cambio
conformacional, ahora de gp-41, quedando
expuesta una region denominada péptido de
fusion que se inserta en la membrana celular }/
permite la fusibn de ambas membranas ,
promoviéndose la entrada viral.

Los receptores de quimoquinas CCR5 y
CXCR4 juegan un rol clave en la entrada del VIH-
1 en células que ademas de exhibir estos
receptores en su superficie, coexpresan al
marcador CD4 en el mismo lugar )
constituyendo asi los maxores correceptores para
la infeccion de este virus

De acuerdo al tipo de correceptor
utilizado (CCR5 0 CXCR4) para la invasion viral, el
virus puede ser clasificado en VIH-1 con tropismo
macrofagico (Tropismo M), cuando utiliza el
CCR5, denominandose al virus VIH R5
constituyendo la forma predominante de
transmisiéon, encontrada frecuentemente durante
los estadios asintomaticos de la infeccion; y VIH-1
con tropismo linfocito T (Tropismo T), cuando
utiliza el CXCR4, denominandose al virus VIH X4
y que emerge después de la asociaciéon temporal
de la enfermedad con la disminucion de células T
CD4 y la progresion hacia SIDA (10)

Evidencias clinicas sugieren mecanismos
de resitencia al progreso de la infeccion en
individuos Ilamados progresores lentos o en no
progresores.”). Se ha descrito la asociacién de
esta resistencia, con una delecién de un segmento
génico del gen codificante para una proteina
receptora tipo quimoquina (CCR5), expresada en
la superficie celular, la que se denomina ccr5832,
que da paso a una proteina CCR5 truncada
(delecion de 32 aminioacidos), no expuesta en la

2, 10)
superficie celular La infeccién por VIH-1 en
personas homomgotas para ccr5632 es
extremadamente rara y cuando ocurre, es
causada por cepas virales que pueden utilizar a
CXCR4 para su entrada a la célula @

Esta delecion comprende dos formas
genatipicas; homocigota ccr5632/ccr5032,
altamente protectora frente a la infeccion del VIH-1
y heterocigota CCR5/ccr5032, que proporciona
una relativa proteccion, retardando el progreso de
la infeccién VIH, el desarrollo de SIDA y muerte *
12,15, 17)

En estos ultimos afios diversos estudios
se han enfocado en determinar la incidencia de
este gen en diversas poblaciones humanas a lo
ancho del globo a fin de establecer el mecanismo
de resistencia contra el VIH predominante en
estas sociedades, enriqueciendo el conocimiento
epidemiolégico de las zonas estudiadas en cuanto
a factores determinantes en el desarrollo de
infeccion VIH-SIDA, y aportando informacion

ISSN 0718-4743

sobre los mecanismos de pato%enegs que posee
el virus en dichas pobIamones

En América latina se han venido
desarrollando algunos estudios epidemiolégicos
para investigar la incidencia de esta delecién en
poblaciones generales, seropositivas y expuestas
no seropositivas al VIH, este es el caso de
|nvest|gaC|ones en Colombia ®, Brasil ©®? y
Argentina ®®. Cabe resaltar que en Chile atn no
se han reportado datos sobre la prevalencia de
este marcador de resistencia.

El norte indiscutible de la realizacion de
estos estudios es el establecimiento de las
frecuencias gendtipicas de este tipo de
variaciones génicas, que pudiesen ser blanco de
nuevas terapias anti VIH en desarrollo, dirigidas a
interferir la interaccion del virus con los
correceptores de quimioquinas para inducir una
progresion lenta hacia la etapa de SIDA.

Materiales y métodos

Pacientes. Se estudiaron 54 mujeres de bajo
riesgo y seronegativas para la infeccion, que se
atienden por diversas patologias en el Hospital
Naval de Talcahuano. La clasificacién en esta
categoria es porque la mayoria de ellas son
multiparas y no presentan anticuerpos anti-VIH.
Todas las mujeres del estudio firmaron un
consentimiento informado aprobado por el comité
de ética de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Concepcion.

Extraccion de ADN. Se extrajo una muestra de
sangre periférica con EDTA, las cuales fueron
mantenidas refrigeradas hasta la extraccion de
ADN, el cual, se desarrollo usando el protocolo
descrito por Lahari et al (4

Amplificacion. El fragmento especifico del gen
codificante para la proteina CCR5 se amplificé por
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando los siguientes cebadores o

primers: Forward; 5-
ACCAGATCTCAAAAAGAAGGTCT-3, reverse; 5'-
CATGATGGTGAAGATAAGCCTCACA-3, los

cuales fueron descritos previamente “?. La
muestras con los primer fueron sometidas a 35
ciclos de amplificacion: 5 minutos a 95°C, 35
ciclos de 1 minuto a 95°C, 45 segundos a 58°C y a
1 minuto a 72°C, con una extension final de 5
minutos a 72°C. El producto de amplificacion se
sometié a una electroforesis convencional en gel
de agarosa al 3%, con un voltaje de migracion de
80 mVolts. Luego, se reveld el resultado de las
bandas con bromuro de etidio y se visualizé bajo
luz ultravioleta en un sistema de foto-
documentacion UV. El resultado del protocolo de
amplificacion, resultara en un amplicén de 225 pb
correspondiente al producto amplificado de un
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sujeto genotipicamente normal. La aparicién de un
amplicon de 193 pb representara al producto
amplificado de un sujeto homocigoto para la
mutacion. En consecuencia, la presencia de
ambas representara a un individuo heterocigoto.
Andlisis estadistico. El andlisis de las
frecuencias alélicas y genotipicas en la poblacion
estudiada se realiz6 por pruebas de frecuencias
en poblacion, y estimacion de pardmetros en
proporciones por prueba de distribucion normal,
con intervalos de confianza para extrapolar los
resultados al universo correspondiente con un
nivel de significacion del 95%.

Resultados

Para conocer el genotipo de los
individuos en estudio, con relaciéon a los genes
involucrados en la codificaciéon para la proteina
quimoquina CCR5 y su mutacién descrita
anteriormente, se somete el material genético
muestreado a la prueba de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), obteniéndose bandas de 255
pb para el alelo normal (CCR5) y de 193 pb para
el alelo mutado (ccr5832). La presencia de una de
estas bandas por evento estudiado, denotara la
homocigocidad para el alelo implicado, resultando
en los genotipos homocigoto normal (CCR5 /
CCR5) y homocigoto mutado (ccr5832 / ccr5632),
respectivamente. Este Ultimo genotipo no fue
encontrado. La presencia de ambas bandas
sefialard que el evento estudiado posee un
genotipo heterocigoto (CCR5 / ccr5532). (Véase
Figura 1)

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 3%. 1) Muestra a
un individuo homocigoto para el alelo normal (CCR5 /
CCR5). 2) Corresponde a un caso de secuencia heterocigoto
(CCR5 / ccr5832). 3) Control negativo
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Se estudiaron los genotipos de 54
mujeres de bajo riesgo seronegativas para virus
VIH. La frecuencia genotipica mas alta se
encontr6 para el genotipo homocigoto normal
(CCR5 / CCR5), la que se present6 en 50 de los
54 casos estudiados (92,59%). En cuanto a la
frecuencia para el genotipo heterocigoto (CCR5 /
ccrb5632) se determind sdlo en 4 casos del total
(7,41%). Durante este trabajo no hubo hallazgos
de mujeres que presentaran el genotipo
homocigoto para la delecion de 32 nucleétidos
(ccr5832 / ccr5032). (Véase Tabla 1)

En relacion a la frecuencia en que se
encuentran los alelos en estudio (CCR5 vy
ccr5632), podemos denotar que el gen normal
(alelo CCR5) aparecié 104 veces y el gen mutado
(alelo ccr5632) se advirtié sélo en 4 oportunidades
de las 54 muestras. A continuacién se calcularon
los porcentajes de cada frecuencia observada, y el
intervalo de confianza para cada una de ellas con
un nivel de significacion del 95% por pruebas de
distribucion normal. El alelo normal se present6 en
un 96,3% de los casos con una estimacion en el
intervalo de confianza entre 92,73% y 99,86%.
Para el alelo mutado, el porcentaje fue de un 3,7%
con un intervalo de confianza entre 0,14% vy
7,27%. (Véase Tabla 2)

Frecuencia Genotipica

Genotipo Observada Porcentaje (%)
(N°)

CCR5/ CCR5 50 92,59

CCR5/ ccr5832 4 7,41

ccr5832/ ccr5832 0 0

TOTAL 54 100

Tabla 1. Andlisis de las frecuencias genotipicas. En la tabla
se muestran los genotipos encontrados en el estudio, donde
homocigoto normal (CCR5 / CCR5), se encontr6 en 50
muestras correspondientes al 92,59 % de las pacientes
estudiadas. El genotipo heterocigoto (CCR5/ccr5832), solo
se encontré en 4 muestras, correspondientes al 7,41% de las
pacientes estudiadas.

Discusioén

De las frecuencias genotipicas obtenidas,
se puede comentar que la incidencia denotada por
los porcentajes expresados, prevalece claramente
al genotipo CCR5 / CCR5 con un 92,59% de la
poblacién estudiada, poniendo en claro que es
éste el mayoritario, en contraste con el porcentaje
minoritario de un 7,41% expresado por el genotipo
CCR5 / ccr5832 en la poblacion en estudio. A
pesar de que el genotipo homocigoto para la
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mutacion (ccr5032 / ccr5632) puede aparecer sin
problemas, éste no figuré entre los casos en
estudio.

Sobre el realizado a las frecuencias
alélicas, podemos sefialar la gran incidencia que
posee el alelo CCR5, tanto en su registro absoluto
como relativo, con 104 eventos representando al
96,3% de la totalidad de casos estudiados,
ubicdndolo como ampliamente predominante en la
poblacién. Por su lado el alelo mutante, presenta
un 3,7% de frecuencia en la poblacién en estudio,
denotando su estado de baja incidencia y
minoritariedad en la poblacion. Este dltimo hecho
gueda enmarcado en la prueba de estimacion de
parametros, en donde se analizan las frecuencias
alélicas a través de un intervalo de confianza, que
ayuda a extrapolar los datos muestrales
adquiridos y calculados, hacia el universo
correspondiente a la poblacién en estudio. (Tabla
2)

Frecuencia Alélica

Observados Porcentaje Intervalo de
Alelos .
(N°) (%) confianza
(NS = 95%)
CCR5 104 96,3 92,73% - 99,86%
ccr5832 4 3,7 0,14% - 7,27%

TOTAL 108 100

Tabla 2. Andlisis de las Frecuencias alélicas. La presencia
del gen normal (alelo dominante), se encontr6 en las 54
muestras analizadas, de los cuales 50 de ellos se
comportaban como homocigoto dominante (2 alelos
normales por paciente) y cuatro como heterocigoto (4 alelos
normales y 4 alelos mutados). Estos datos entregan una
frecuencia de aparicion de los alelos (frecuencia alélica):
CCR5 un 96,3% y ccr5832 un 3,7%.

El comentario mas indicado para los
resultados expuestos en la estimacién de
intervalos de confianza, en cuanto a la baja
frecuencia del alelo ccr5832, seria que con una
seguridad del 95% se puede estimar que la
aparicion de éste gen se encuentra comprendida
entre el 0,14% y 7,27% de las mujeres de bajo
riesgo seronegativas, lo cual debe ser confirmado
con un ndmero mayor de pacientes.

Conclusién

De nuestro estudio, el primero de este
tipo realizado en Chile, podemos decir, que el
alelo mutante fue posible de encontrar en la
poblacién; no demostrandose su presencia en la
forma de genotipo homocigoto mutante, aunque,
no lo descarta. Esto se puede dar por la incidencia
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demasiado baja de este alelo, tanto en la
poblacién estudiada como en la estimacion de su
universo, lo que conlleva a deducir que es mas
probable encontrarlo conjugado con el alelo
normal, formando el genotipo heterocigoto, que
relacionado con el mismo en ambas cromatidas
hermanas, formando el homocigoto para el alelo
mutante. Lo anterior se apoya en los resultados
expuestos en la Tabla 1, demostrando que si bien
el alelo se presenta de manera heterocigota en los
estudios, esta combinacion sélo se encuentra en
un 7,41% de la poblaciéon estudiada. Por lo
anterior, al extrapolar la presencia de esta
mutaciéon al resto de la poblaciéon, se puede
concluir que seria un mecanismo de resistencia a
la infeccién VIH de baja importancia en nuestra
poblacién, relacionado con la velocidad de
progresion a SIDA; por lo que es imprescindible
una adecuada politica de prevencion de la
infeccion.

Es importante mencionar que una forma
efectiva de corregir esta aparente ausencia del
homocigoto mutado, es el aumento de los eventos
muéstrales analizados, lo que no s6lo conllevara a
enmendar esta incertidumbre, sino que también
trae como consecuencia una mayor precision de
los datos calculados, con una mayor estrechez de
los intervalos de confianza para extrapolar los
estudios hacia el universo correspondiente.
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