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Resumen Los individuos con alto riesgo a la infeccién por el virus HIV-1, portadores de una variante polimorfica
del gen del receptor para 3 quimioguinas CCR-5 son resistentes a la infeccion por HIV-1. La muta-
cién de CCR-5 es una delecion de 32 pares de bases dentro del gen resultando en una proteina truncada que no
se expresa en la superficie. El genotipo homocigota esta asociado a resistencia de la infeccion. Este alelo se en-
cuentra mas cominmente en la poblacién caucéasica y no fue hallado en africanos o japoneses. El genotipo
heterocigota disminuiria la entrada y replicacion del HIV-1 a linfocitos T CD4 y macréfagos, asociandose de esta
manera a una lenta progresion a SIDA. Con el objetivo de establecer la frecuencia del alelo mutado en individuos
HIV-1(-) y HIV-1(+), en la poblacién chaquefia, caucésica y con influencia hispana y guarani, se estudiaron 118
individuos HIV-1(-) y 80 HIV-1(+). Una porcién del gen CCR-5 fue amplificado por la técnica PCR, a partir de DNA
gendmico obtenido por el método de Salting out. Se observé en poblacion HIV-1(-) un 2.5% del genotipo homocigota
y 15.3% heterocigota, estos datos coinciden con los comunicados para otras poblaciones caucésicas. En la pobla-
cién HIV-1(+) no se hallé el genotipo homocigota coincidiendo con otras publicaciones y la proporcién de pacientes
con la forma heterocigota fue de 2.5%, cifra menor a las reportadas por otros autores.

Abstract Frequency of a mutated CCR-5 allele in HIV-1 positive and negative individuals in the
Province of Chaco. The importance of chemokine receptors in the pathophysiology of HIV infection
became apparent when it was demonstrated that persons at high risk for HIV-1 infection remain uninfected
when they carry a polymorphic variant of CCR5. In individuals who are homozygous for the 32 base-pair
deletion in the CCRS5 gene, a functional protein cannot be synthesized and such persons are not found in HIV-
1 positive cohorts. Furthermore, in individuals heterozygous for that mutation, there is an association with
slow disease progression. The mutant allele of CCR-5 is present at high frequency in the Caucasian population,
but is absent in the Japanese and black populations. The aim of this study was to assess the frequency of the
truncated allele of CCR-5 gene in the cohort of HIV infected and non-infected subjects in the Province of
Chaco, Argentina (with guarani and hispanic genetic background). A total of 118 unrelated seronegative healthy
blood donors and 80 seropositive HIV-1 subjects were studied. A portion of CCR-5 gene from genomic DNA
was amplified by PCR and analyzed on a 3% agarose gel. The frequency of the delta CCR-5 allele was 2.5%
for homozygous and 15.3% for heterozygous seronegative subjects, similar to that reported in the Caucasian
population; the homozygous CCR-5 allele was absent in HIV-1 positive patients and the frequency of
heterozygous was 2.5%, significantly lower than reported in the Caucasian population.
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El receptor primario para HIV-1, CD4, permite la en-
trada del virus a células humanas pero no a células no
humanas debido a la ausencia de cofactores expresa-
dos por células humanas y que son requeridos para la
fusion del virus con la célula2. Estos cofactores son los
receptores para quimioquinas alfa y beta: CXCR-4 y
CCR-5. CXCR-4 es utilizado por las cepas HIV adapta-
das a crecimiento en lineas T CD4 positivas que se ais-
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lan en los pacientes con estado avanzado de progre-
sion de la enfermedad, mientras que CCR-5 es el co-
receptor utilizado por las cepas macrofagotropicas de
HIV-1 para infectar los cultivos de células mononucleares
periféricas humanas y los macréfagos.

Algunos individuos que han estado expuestos al HIV-
1 en varias oportunidades, pero que no se infectan, tie-
nen un defecto en el gen que codifica para CCR-5. Este
defecto consiste en una delecion de 32 pares de ba-
ses®* 4, La delecién de 32 pares de bases dentro del
gen, resulta en una proteina truncada que no se expre-
sa en la superficie® &7,

El genotipo heterocigota (CCR5/Accr5) para la
delecién de 32 pares bases, disminuiria la entrada y
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replicacién de HIV-1 en linfocitos T y macréfagos y se
asociaria a una lenta progresion en la infeccion por HIV,
retardando la progresion a SIDAS ¢ 10.11.12.13

El genotipo homocigota (Accr5/Accr5) para la delecién
de 32 pares bases estaria asociado a resistencia a la
infeccion®. Se describe en sujetos que continGian sin in-
fectarse aun después de varias exposiciones a HIV-1.
Este alelo fue encontrado mas cominmente en pobla-
cién caucésica con una frecuencia de 0,0808, pero no
fue hallado en poblacién africana o en individuos con
ancestros asiaticos®.

Se realiz6 este trabajo con el objetivo de conocer la
frecuencia poblacional del delta-CCR-5 en individuos
HIV(-) y HIV(+) en la provincia del Chaco, ya que la po-
blaciéon chaquefia resulta de la fusidon de ancestros
caucasicos e indigenas sudamericanos (guaranies).

Materiales y métodos

Se extrajeron muestras de sangre periférica de 118 individuos
sin enfermedad infecciosa demostrable, HIV(-) y de 80 sujetos
HIV(+) que concurrieron al Hospital J.C. Perrando de la ciudad
de Resistencia de la provincia del Chaco.

El ADN gendmico se obtuvo por la técnica de Salting Out
(protocolo recomendado en el 12° Taller de Histocom-
patibilidad).

Una porcion del gen CCR-5 fue amplificada por la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de DNA
genomico y analizado en gel de agarosa al 3% visualizado con
bromuro de etidio.

Se usaron los siguientes primers: CCR5c, 5'-CAAAA-
AGAAGGTCTTCATTACACC-3' y CCR5d,5'-CCTGTGCCT-
CTTCTTCATTTCG-3..

El mix de reaccion contenia 20 pmol de cada primer, 0.25
Mm de dNTPs y 0.5 U de Taq polymerasa en Buffer de reac-
cién (Boehringer Mannheim) la amplificacion de PCR consistio
en 40 ciclos con 5 ciclos de 94 °C por 30s, 60 °C por 30s y
72 °C por 45s.

Se obtuvieron productos de amplificacion de 189 pares de
bases para el alelo normal (CCR-5), y de 157 pares de bases
para el alelo mutado homocigota (Accr5/Accr5), en forma
heterocigota 189/157 pares de bases (CCR5/Accrb).

Resultados

De 118 individuos HIV(-) estudiados, se hall6 una fre-
cuencia del alelo mutado en su forma homocigota en
2.5% (3/118), en su forma heterocigota en un 15.3%
(18/118); la frecuencia del alelo normal fue de 82.2%
(97/118) (Tabla 1).

De 80 individuos HIV (+) estudiados se encontré una
frecuencia del alelo mutado en su forma heterocigota de
2.5% (2/80), siendo la frecuencia del alelo normal de
97.5% (78/80) (Tabla 1).
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TABLA 1.— Porcentaje de cada genotipo CCR-5 en poblacion
chaquefia

Poblacién Poblacién

chaquefa chaquefia

HIV-1-(-) HIV-1(+)
N° total de casos 118 80

Homocigota normal
CCR5/CCR5

Heterocigota CCR5/Accr5

Homocigota Accr5/Accr5

82.2% (97/118)  97.5% (78/80)

15.3% (18/118)
2.5% (3/118)

2.5% (2/80)
0% (0/80)

Discusion

Un grupo de pacientes HIV-1 (+), que luego de 7 afios
de ser infectados permanecian asintomaticos, con re-
cuento de células T CD4+ mayor a 600/mm?, fueron de-
nominados no progresores a largo plazo (long term non
progressors, LTNP)4. De esta observacion y otras simi-
lares surgio la importancia de considerar que existian
factores genéticos e inmunoldgicos involucrados en la
modulacion de la progresion de la enfermedad causada
por la infeccion por HIV-1.

También se observé que algunas personas HIV ne-
gativas sanas, con numerosas exposiciones al virus HIV-
1, tenfan una resistencia innata a la infeccion. En estos
individuos se demostré la existencia de variantes
genéticas de los receptores de la 8 quimioquinas (CCR-
5), las cuales estan asociadas a la resistencia a la infec-
cion o lenta progresion de la enfermedad?!? 5 16,

Con respecto a la prevalencia del alelo mutado del
gen CCR-5, en su forma homocigota, que es la que con-
fiere resistencia a la infeccion, se observé que se halla
mas frecuentemente en la poblaciéon caucasica que en
la africana o en individuos con ancestros asiaticos*.

En un estudio realizado en 261 sujetos sanos en San
Francisco, USA, el alelo homocigota se identifico en 7
(2.7%) y en 51 (19.5%) el alelo heterocigota. De 172
seropositivos no progresores, 33 (19.2%) eran CCR5/
Accr5 y de 234 seropositivos progresores, 25 (10.7%)
eran heterocigotas CCR5/Accr5°. Al analizar 637 mues-
tras de un centro de donantes de sangre de New York
con un 95% de poblacién caucésica, se encontré una
frecuencia de 85.2% para el alelo normal; de 13.3% para
el CCR5/Accr5 y de 1.4% para Accr5/Accr5. En la pobla-
cién caucésica estudiada en un multicentro de AIDS para
hombres homosexuales de Chicago, en 446 HIV(-) un
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78.0% tenian el alelo normal, 18.4% CCR5/Accr5y 3.6%
Accr5/Accer5; en 461 HIV (+) el 79.8% tenian alelo nor-
mal, 20.2% CCR5/Accr5 y 0% Accrb/Accer5. De los 191
asiaticos evaluados se hall6 en el 100% el alelo normal;
lo mismos resultados se obtuvieron en las 137 personas
de raza negra*. En el Hospital Central de Asturias,
Oviedo, Espafia, se analizé un grupo de drogadictos
endovenosos y un grupo control para determinar el rol
de las mutaciones del receptor CCR-5. En los 250 suje-
tos sanos de control se determiné que el 18% (45/250)
portaba CCR5/Accr5 y 1% eran homocigotas Accrb/
Accr5. Luego de un estudio realizado sobre 150 droga-
dictos endovenosos HIV-1 (+), 50 eran de progresion
lenta. Este grupo de individuos que permanecia de 2 a
10 afios después de la infeccion sin sintomas se separé
de los 100 sujetos de progresion rapida que presenta-
ban algun evento indicativo de progresiéon a Sindrome
de la Inmunodeficiencia Adquirida (AIDS) durante 2 afios
luego de la infeccion. En este grupo de HIV-1 (+) se
determiné un 8% (12/150) del alelo del CCR-5 en su
forma heterocigota y no se encontré la forma
homocigota'!. En Padua, ltalia, se analizaron 371 do-
nantes de sangre sanos seronegativos no relacionados,
determinando que la frecuencia del alelo Accr5/Accr5 fue
de 0.047; en 54 drogadictos seronegativos la frecuencia
fue de 0.065; en 98 hemofilicos seronegativos 0.051 y
en 81 hemofilicos seropositivos 0.049'. En Bruselas,
Bélgica, se demostré que el alelo mutado de CCR-5 es-
taba presente en alta frecuencia en la poblacién
caucasica (frecuencia alélica 0.092), pero estaba ausente
en poblacién negra occidental, Japonesa y en Africa
central. En sujeto infectados con HIV-1 no se encontré
mutacion homocigota y la frecuencia de heterocigosis
fue 35% mas baja que en poblacion general®®. En
Quebec, Canada, se analizaron individuos HIV (-) que
habian estado expuestos al virus, y que permanecian
sin infectarse y algunos presentaban CTLs especificos
contra HIV, el andlisis del CCR-5 revel6 que ninguno de
ellos tenia el alelo mutado en su forma homocigota aso-
ciado con su resistencia a la infeccion®®.

En el Hospital Julio C. Perrando de la ciudad de Re-
sistencia, provincia del Chaco, se analiz6 una poblacion
control de 118 sujetos sin enfermedad infecciosa demos-
trable en la cual se obtuvo 82.2% del alelo normal CCR-
5; 15.3% del alelo mutado heterocigota, 2.5% del alelo
mutado homocigota, datos similares a otras poblacio-
nes caucasicas reportadas. Con respecto a los 80 suje-
tos HIV-1(+) estudiados se pudo determinar en 97.5% la
presencia del alelo normal CCR-5 y en un 2.5% la de
alelo mutado heterocigota. Esta cifra es menor que las
reportadas por otras poblaciones caucasicas. La ausen-
cia de alelo homocigota en esta poblacion coincide con
lo informado por otros autores. Las diferencias observa-
das con respecto a la bibliografia, puedan deberse a la
gran variabilidad étnica entre poblaciones. En la pobla-

433

cion chaquenfia estudiada de origen caucasico, existe una
importante influencia indoamericana guarani. Si bien no
es posible establecer la progresion de la enfermedad en
relacion con la frecuencia del alelo, la baja presencia de
la forma heterocigota de CCR5, asi como la ausencia
de la forma homocigota en los individuos infectados,
apoyaria la hipotesis de que estos son factores de pro-
teccion para la infeccion.
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Le lecteur aurait d'ailleurs tort de croire que les recherches d'un laboratoire aboutissent toujours a
des publications, plus ou moins importantes, plus ou moins fameuses. En fait, 90% des expériences
n'aboutissent pas, un imprévu technique se produit ou bien l'idée de départ se révele mauvaise. La vie
quotidienne du chercheur est ainsi faite de déceptions, avec de temps en temps des réussites qui lui
permettent de conserver son enthousiasme. Il faut avoir la mentalité du joueur ou du pécheur. En ce qui
me concerne, seuls les gros poissons m'intéressent... mais ils son plutét rares. Mes armoires sont ainsi
pleines de cahiers d'expériences, de débuts de manuscrits qui ne seront jamais publiés, a moins que je
ne les envoie au Journal des résultas irreproducibles créé par un collegue israélien facétieux.

El lector por otra parte no deberia creer que las investigaciones de un laboratorio terminan siempre
en publicaciones, mas o menos importantes, mas o menos famosas. De hecho, el 90% de los experi-
mentos no se terminan, sea por un imprevisto técnico o bien porque la idea inicial resulta erronea. Asi
la vida cotidiana del investigador est4 hecha de decepciones, con algunas veces resultados que le
permiten conservar su entusiasmo. Hay que tener la mentalidad del jugador o del pescador. En lo que
me concierne, solo los peces grandes me interesan... pero son mas bien raros. Mis armarios estan
repletos de cuadernos de experimentos, de principios de manuscritos que no seran nunca publicados a
menos que los mande a la Revista de los resultados irreproducibles creada por un colega israeli fasti-
dioso.
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donors and individuals at risk of parenteral HIV infection.



