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Resumen

Introduccion: La exposicion repetida al virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) no siempre lleva a la infeccion. Mdltiples factores de
resistencia han sido propuestos, pero solo una mutacion, la deleccion
de 32 pares de bases (032) en el gen que codifica por la molécula
CCR5, confiere un alto grado de proteccion; esta molécula es el
principal correceptor del virus,

Objetivo: Determinar la frecuencia de 132 en Medellin, Colombia y
buscar otros polimorfismos en el gen ccr5 en individuos expuestos al
VIH y seronegativos (ESNSs).

Materiales y Métodos: La mutacion [132 se determind por la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa en 218 individuos: 29
seropositivos (SP), 39 ESN y 150 individuos de la poblacion general
(PG). Por medio de la técnica de polimorfismos conformacionales de
cadena simple (SSCP) se buscaron otras mutaciones en el gen ccr5 en
la poblacion de ESNs.

Resultados: La frecuencia del alelo 1132 fue de 3.8% para ESN, 2.7%
para PGy 1.7% para SP. Entre los ESNs se encontro el Unico genotipo
homocigotico mutado, (32/0132). El genotipo heterocigaotico, (ccr5/0132),
se encontro en el 5.3% de laPG y en el 2.6% de SP y de ESNs. Las
diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas entre los grupos no
fueron estadisticamente significativas. La comparacion entre las
frecuencias genotipicas esperadas y observadas mostro que estas
frecuencias eran significativamente diferentes en el grupo de ESNSs, lo
gue sugirio, en forma indirecta, un efecto protector del genotipo
homocigético mutado [132/[132. No se encontro ninguna otra mutacion
en el gen ccrb.

Conclusién: La baja frecuencia del genotipo homocigotico mutado
[132/J32 y la ausencia de otras mutaciones en ccr5 en los ESNs
sugieren la presencia de otros mecanismos de resistencia a la infeccion
por VIH en nuestra poblacion.

Palabras claves: CCR5, mutacion 032, infeccion por VIH, expuesto
seronegativo.
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Introduccion

La epidemia del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) se
inicio en la década de los 80. Con el transcurso del tiempo se ha visto
gue la patogénesis de esta infeccion es bastante variable y compleja;
gue depende tanto de factores virales como ambientales y del huésped.
Evidencias clinicas sugieren la existencia de mecanismos de
resistencia al progreso de la infeccion, en individuos progresores lentos
0 en no progresores (1, 2), y a la infeccion misma en personas que a
pesar de haber tenido multiples exposiciones al virus, generalmente por
contacto sexual, no presentan ninguna evidencia clinica ni serolégica
de estar infectados, a quienes se les conoce entonces como expuestos
seronegativos (3). Las bases bioldgicas de esta resistencia apenas se
estan empezando a entender.

Para ingresar a la célula blanco el VIH requiere, no sélo de la presencia
de la molécula CD4, la cual actia como receptor, sino de una molécula
accesoria o correceptor, la cual actia, en condiciones naturales, como
receptor de quimioquinas (4, 5). Entre los receptores de quimioquinas,
CCR5 y CXCR4 son los principales, pero no los unicos, correceptores
para el VIH. Casi en forma simultanea con el hallazgo de los
correceptores se identificd una mutacion en el gen que codifica para la
molécula CCR5, consistente en una eliminacion de 32 pares de bases
en el exon 4, la cual es conocida como [032. Se produce, entonces, una
proteina truncada, lo cual impide su expresion en la membrana
citoplasmatica. De esta manera, los individuos que la portan en forma
homocigotica son refractarios a la infeccion, por lo menos cuando la
infeccion es producida por cepas M-tropicas, que son la forma de
transmision primaria del virus (3, 6). Estos individuos homocigoticos
para [J32 no presentan ninguna alteracion funcional conocida (6).

El alelo [132 se presenta en poblacién caucasica donde la frecuencia
varia entre un 8% y un 10%. (6-8), y no se ha reportado en poblaciones
asiaticas o africanas (7). En Latinoamérica las frecuencias han sido
poco estudiadas; en Venezuela no se detect6 este alelo en 32
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individuos estudiados, como tampoco en grupos amerindios (6, 7).
Aungue en Colombia no se han realizado estudios poblacionales a este
respecto, existe un reporte con una frecuencia del alelo 032 del 3.5%
en individuos residentes en Medellin (9).

En individuos ESNSs, la frecuencia del genotipo [0132/0132 varia entre el
2.8% y el 3.6%, lo cual equivale a dos o tres veces la frecuencia
encontrada en poblacion caucasica no expuesta (10, 11). En contraste
la frecuencia de 132 en individuos infectados es mucho menor (11).

Aungue los estudios son contradictorios con relacion al papel del
genotipo heterocigotico (CCR5/032), la mayoria de ellos indica que la
presencia de un alelo mutado confiere cierto grado de proteccion, que
se expresa en un retardo en el desarrollo del SIDA (5, 11-13).

De los estudios, hasta ahora reportados, se puede concluir que si bien
el genotipo [132/J32 confiere un alto grado de resistencia a la infeccion
por VIH, este no es el mecanismo mas frecuente que explique el
fendmeno de los ESNs. Esto ha llevado a proponer que otras
mutaciones diferentes a [132 en el gen ccr5, mutaciones en otros
correceptores del VIH o mecanismos inmunologicos, puedan explicar la
resistencia absoluta o relativa de algunos individuos.

Este estudio se llevd a acabo para determinar la frecuencia del alelo
[132 en diferentes grupos de individuos: ESN, SP y en PG. También se
busco la presencia de otras mutaciones en el gen ccr5 para explorar la
influencia de otros factores genéticos en el comportamiento de la
infeccidon, en nuestro medio.

Materiales y Métodos
1. Poblacion

Este estudio se llevod a cabo en tres grupos de individuos: ESN:
personas con historia de contacto sexual repetido sin proteccién con
individuos infectados con el VIH (estos individuos se definieron con un
criterio previamente establecido por Hoffman (13); SP: comparieros
sexuales de los individuos ESNs, todos ellos positivos para anticuerpos
anti-VIH, algunos con presencia de signos clinicos de SIDA; PG:
adultos voluntarios, estudiantes o trabajadores de nuestra institucién o
de otras instituciones de salud de la ciudad. No se determiné el estado
serologico frente al VIH en estos individuos. Todos los sujetos del
estudio firmaron un consentimiento informado que cumple los
lineamientos de la resolucién de 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud de Colombia.



2. Serologia para el VIH

El estado serologico de los individuos ESNs se confirmoé por una
prueba de ELISA (Enzygnost HIV-1+2 Plus, Behring Diagnostics,
Margurg, Germany).

3. Determinacion del genotipo

La determinacion del genotipo se llevé acabo como lo describio
previamente Michael et al. (14). Brevemente, se recolectd una muestra
de sangre periférica con EDTA. Los mononucleares de sangre
periférica se separaron por centrifugacion en un gradiente de
Ficoll-Hypaque (Sigma, St. Louis, MO). EI DNA gendmico se separo
utilizando la técnica de fenol-cloroformo (15). Un fragmento especifico
del exén 4 del gen ccr5 se amplificd por la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los siguientes
oligonucleotidos sintéticos: CCR501

(5 -ACCAGATCTCAAAAAGAAGGTCT-3) y CCR52

(5 -CATGATGGTGAAGATAAGCCTCACA-3)). La reaccion contenia 5
pmol de cada oligonucleétido, 0.3 unidades de Tag DNA polimerasa
(Perkin Elmer, Norwalk, CT), 2 mM de MgCI2 y 200 uM de cada dNTP
en un volumen final de 25 pl. La reaccion se someti6 a 30 ciclos de
amplificacion con tres temperaturas: 96(C x 15 seg, 58(C x 60 seqg, y
72(C x 60 seg. El producto de amplificacién se sometié a una
electroforesis en un gel de agarosa al 2%, se coloreé con bromuro de
etidio y se visualizé bajo luz ultravioleta. Para el genotipo normal
(ccr5/ccerb) el producto obtenido fue de 225 pb, mientras que un
producto de 193 pb indicaba un genotipo homocigotico para la mutacion
(032/032). La presencia de ambas bandas indico un genotipo
heterocigético (ccr5/0032) (Fig. 1).

4. Identificacion de otras mutaciones en la region codificadora del gen
ccrs

Se analiz6 toda la region codificadora del gen ccr5 por medio de la
técnica de SSCP. Se amplificé toda la regién utilizando los
oligonucledtidos F2 y R2, previamente reportados por Carrington et al.
(16). Los productos de PCR fueron sometidos a digestion con la
endonucleasa Hinfl (Perkin Elmer). Los fragmentos de restriccion se
desnaturalizaron por calor y se sometieron a una electroforesis en un
gel de poliacrilamida al 6% en condiciones no desnaturalizantes.
Posteriormente el gel se coloreo con nitrato de plata (17, 18).

5. Secuencia

Todos los productos que presentaron la deleccién 132 fueron
secuenciados. La reaccion de secuencia de los productos de PCR se
hizo utilizando el estuche comercial "ABI Big Dye Terminator Cycle



Sequencing Ready Reaction DNA (Perkin Elmer). Los productos de
secuencia se resolvieron en un secuenciador automatico (ABI 210,
Perkin Elmer)

6. Analisis Estadisticos

La comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas en los grupos
estudiados se realizaron por medio de la prueba de chi cuadrado ((2)
para la homogeneidad de las proporciones utilizando el modulo
"Statcalc" del programa Epiinfo 6.0. Las diferencias entre las
frecuencias observadas y las esperadas del equilibrio de
Hardy-Weinberg se evaluaron por medio de la prueba de chi cuadrado
(X2) para "bondad del ajuste" y fueron calculadas manualmente por
medio de la siguiente formula: X2 = E(O-E)2/E donde Oy E son los
numeros observado y esperado respectivamente.

FIGURA 1.

Determinacion del genotipo en el gen ccr5 para los individuos expuestos
seronegativos. En el carril 1 se encuentra un marcador de tamafio de DNA de 50
pb, en los carriles 2 y 3 se presentan individuos con genotipo ccr5/ccr5 (normal), en
el carril 4 un individuo homocigoto para la delecciéon de 32 pb ([132/[J32) yen el 5

un individuo heterocigoto para esta mutacion (L132/ccr5).



FIGURA 2.
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Se presenta la secuencia obtenida a partir de la regién del gen ccr5 que contiene la
deleccion de 32 pares de bases. En el histograma superior se observa la secuencia de un
individuo con genotipo normal (ccr5/ccrb), mientras en el histograma inferior se encuentra

la secuencia homocigético para la deleccion ([132/[132). Estas secuencias se obtuvieron

por medio del método de incorporacion de dideoxinucleotidos utilizando un secuenciador
automatico.

Resultados
1. Poblacién y Perfil Demografico

Se estudiaron 218 individuos distribuidos en tres grupos. Su distribucién
y el perfil demografico se muestran en la tabla 1. Todos los grupos
tuvieron un promedio de edad similar. La PG y los ESNs tuvieron una
distribucion similar de género pero diferente a la de los SP donde
predominé el sexo masculino. La mayoria de las parejas eran
heterosexuales. Todos los individuos seropositivos habian adquirido la
infeccion por via sexual.

2. Frecuencia de la Mutacion [J32:

Las frecuencias alélicas y genotipicas encontradas se muestran en la
tabla 2. La frecuencia del alelo mutado [132 fue de 3.8% para ESNSs,
2.7% para PG y 1.7% para SP. La frecuencia genotipica mas alta se



encontro para el genotipo silvestre (ccr5/ccr5). El genotipo
heterocigotico (ccr5/ [132) se encontro en 8 individuos de la poblacion
general, en uno de los SP y en unos de los ESNs. Solo se encontré un
genotipo homocigotico mutado ( 032/ [132) entre los individuos ESNs
(Fig. 1). Las diferencias entre las frecuencias encontradas en los tres
grupos no fueron estadisticamente significativas.

Con base en las frecuencias alélicas encontradas en cada grupo es
posible predecir las frecuencias genotipicas esperadas, considerando
gue ellas siguen el equilibrio de Hardy-Weinberg. Esto significa que las
frecuencias tienen una distribucion binomial de acuerdo a la siguiente
ecuacion: p2 + 2pq + g2 = 1, donde p y g son las frecuencias de los
alelos ccrb5y [132, respectivamente y p2, 2pq Yy g2 son las frecuencias
de ccr5/ccer5, cerb/ 032y 132/ 032, respectivamente. La comparacion
entre las frecuencias genotipicas observadas y esperadas se muestran
en la tabla 3. En SP y en PG las frecuencias observadas son similares
a las esperadas, mientras que en el grupo de ESNs la frecuencia
observada difiere significativamente de lo esperado alejandose del
equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0.0005).

3. Analisis de SSCP

De la region codificadora se obtuvo un producto de 1114 pb el cual se
digiri6é con la enzima de restriccion Hinfl. Se obtuvieron fragmentos de
355, 215, 202, 159, 144 y 4 pb, los cuales fueron analizados por SSCP.
Solo aquellos individuos en los que ya se les habia detectado la
mutacion (032 mostraron un patron claramente diferente en el anélisis
de SSCP (datos no mostrados).

4. Secuencia

La presencia de la mutacion [132 se confirmd por secuenciacion directa
del producto de PCR (Fig 2).

TABLA 1
Perfil Demografico

PG SP ESNs
No. de individuos 150 29 39
Hombres No. (%) 54 (36) 26 (90) 14 (36)
Mujeres No. (%) 96 (64) 3(10) 25 (64)
Edad-promedio (range) 32 (19-68) 35 (23-46) 31 (19-49)
Heterosexual No. (%) N.D. 24 (83) 29 (74)
Homosexual No. (%) N.D. 5(17) 10 (26)

N.D.: no determinado; PG: muestra de la poblacion general; SP: seropositivos; ESNs:
EXpUestos seronegativos.



TABLA 2

Frecuencias alélicas y genotipicas

Poblacion PG SP ESNs
Alelos NO.  g5061c . NO  osic . NO o5g1c
(frecuencia) (frecuencia) (frecuencia)

Ccrb 292 (0.973)0.955-0.991 57 (0.983) 0.950-1.000 75 (0.962) 0.919-1.000
(132 8 (0.027) 0.009-0.045 1(0.017) 0.000-0.050 (0.038) 0.000-0.081
Genotipos

ccrb/cers 142 (0.947) 28 (0.966) 37 (0.948)
ccrs/0132 8 (0.053) 1 (0.034) 1 (0.026)
[132/132 0 (0.000) 0 (0.000) 1 (0.026)

95 IC%: Intervalo de confianza del 95%; PG: muestra de la poblacion general, SP: seropositivos;
ESNSs. expuestos seronegativos

TABLA 3

Diferencias entre frecuencias esperadas y observadas para cada
genotipo
PG SP ESNs
Genotipo Observado Esperado Observado Esperado Observado Esperado
Ccr5/Ccer5 142 142.107 28 28.009 37 36.058

Ccer5/0032 8 7.788 1 0.983 1 2.885
[132/0132 0 0.106 0 0.008 1 0.058
X2 0.113 0.010 16.647
Valor p n.s. n.s p < 0.0005

n.s.: no significativo; PG: muestra de la poblacién general, SP: seropositivos; ESNs:
eXpuestos seronegativos

Discusion

La composicion étnica de los colombianos es producto de una mezcla
entre indigenas, europeos Yy africanos. Puesto que el componente
caucasoide es el principal determinante de la frecuencia del alelo [132,
esto podria explicar su baja prevalencia en este estudio. Ademas, ya
gue la poblacién general incluyé personas que no solo habian nacido
en Medellin, es posible que un numero significativo de individuos
incluidos en este grupo hubiera nacido en ciudades diferentes en las
cuales no se conoce el ancestro genético.

Aungue en este estudio se encontré una mayor prevalencia del alelo
(132 y del genotipo homocigoético mutado entre los ESNs, las
diferencias en las frecuencias no fueron significativas (Tabla 2).



Probablemente el tamafio de la muestra tan pequefio no permitio
encontrar una asociacion significativa entre genotipo e infeccion.

En ausencia de seleccion positiva 0 negativa, o de la presencia de otros
factores, la distribucidén de los genotipos en cada grupo debe ser similar
a los valores esperados segun la distribucion de Hardy-Weinberg. La
poblacidon general mostré una distribucion genotipica en equilibrio.
Teniendo en cuenta que la presencia del VIH es un factor de seleccion,
este hecho puede explicarse de dos formas: la frecuencia del genotipo
protector132/(032 es muy baja para percibirse, o el grado de exposicion
de nuestra poblacion al VIH es todavia muy bajo para que aun ejerza
una presion selectiva. Conociendo la frecuencia de 032 y asumiendo
gue no hubo sesgo de seleccion en la muestra de poblacidn general, la
frecuencia del genotipold [132[132 se puede estimar en 0.00071
(intervalo de confianza del 95% = 0.00008-0.00202). Esto significa que
aproximadamente una entre 1406 personas deberia tener este genotipo
mutado que confiere proteccion contra el VIH. La distribucion de los
genotipos en SPs también siguio el equilibrio de Hardy-Weinberg. En
vista de que todas las personas en este grupo han estado expuestas
sexualmente al VIH se esperaria una mayor proporcion del genotipo
silvestre ccrb5/ccr5. La baja frecuencia del alelo 0132 y del tamafio de la
muestra dificulta el andlisis y la interpretacion de los hallazgos.

En el grupo ESNs la frecuencia observada fue 17 veces mas alta que la
frecuencia esperada (Tabla 3), esta diferencia fue altamente
significativa (p<0.0005). Inmigraciones europeas recientes, altas tasas
de mutacion o alto indice de endogamia pudieran explicar la falta de
equilibrio en las frecuencias genotipicas de los ESNs; sin embargo,
ninguno de estos factores es frecuente en la poblacién estudiada. Por
lo tanto, la seleccidn positiva ejercida por el genotipo 0321132 entre
los ESNs es la mejor explicacion para entender este hallazgo. La gran
diferencia entre lo esperado y lo observado se debe a la presencia de
un solo individuo con el genotipo [13201(132. De nuevo la baja
frecuencia de 132 hace que el nimero esperado de individuos
homocigéticos para este alelo sea mucho menor que uno, lo cual le
resta confiabilidad a la prueba de significancia estadistica. Por lo
anterior la proteccion conferida por el genotipo 132132 no se puede
derivar de estos datos, pero la misma ha sido documentada en otros
estudios (10, 11-14).

La ausencia de la expresion de la molécula CCR5 en la membrana de
las células del sistema inmune como consecuencia de la mutacion (132
en forma homocigotica, explica la resistencia a la infeccion sélo en bajo
porcentaje (2.6%) del grupo ESNs en este estudio. Este resultado esta
de acuerdo con otros estudios donde se han hecho hallazgos similares
(19). Esto significa que deben existir otros mecanismos responsables



de este efecto protector en la poblacion de ESNSs.

Recientemente se demostré que el VIH-1 puede utilizar otros
receptores de quimioquinas como las moléculas CCR2 y CCR3 para
entrar a la célula blanco (20). Por lo tanto, mutaciones en estas
moléculas o en sus ligandos pueden explicar la refractariedad a la
infeccion de algunos individuos ESNs. Sin embargo, la mutacion
CCR2-641 en el CCR2 no se asocio con un fenotipo de resistencia sino
con un retardo en el progreso a SIDA (21).

El hecho de que hasta el momento la mutacion 032 sea el Unico factor
genético reportado que confiere un alto grado de resistencia a la
infeccion por el VIH sustenta, aun mas, la evidencia a favor de que la
molécula CCR5 es el principal correceptor utilizado por las formas de
transmision primarias del virus o cepas M-tropicas (22). Esto hace mas
relevante la busqueda de nuevas mutaciones en el gen que codifica por
la molécula CCR5. En este estudio se hizo el tamizaje de nuevos
polimorfismos o mutaciones en toda la region codificadora de este gen,
la cual corresponde al exdn 4. En los analisis de SSCP se evidenciaron
alteraciones claras en los patrones electroforéticos de los productos de
PCR de aquellos individuos que portaban la mutacion [132.

La ausencia de otras mutaciones diferentes a [132 en la region
codificadora de la molécula CCR5 no descarta que puedan existir otras
mutaciones en secuencias reguladoras de la expresion génica o
inclusive en exones que no codifican para la proteina pero que puedan
tener un efecto negativo en la expresion de CCR5 en la membrana
celular. De hecho ya se han reportado diferentes mutaciones en
regiones no codificadoras, incluyendo regiones reguladoras en el gen
ccrb (23).

Con base en nuestros resultados podemos afirmar que, aunque las
alteraciones de las moléculas correceptoras para el VIH tienen un papel
importante en los mecanismos de susceptibilidad y resistencia a la
infeccidn por este virus, deben existir otros factores endégenos
(genéticos, inmunologicos) o exdgenos (cepa viral, niveles de estrés
fisico y emocional, estado nutricional, medio ambiente) que modifican la
respuesta de cada individuo frente al virus e introducen variaciones
importantes a la patogénesis del SIDA. Por lo tanto, para poder ofrecer
opciones profilacticas o terapéuticas dentro de un contexto de la
medicina actual, debemos tener un mejor conocimiento de los
mecanismos genéticos e inmunoldogicos involucrados en la respuesta
del ser humano al VIH.



Abstract

Introduction: Repeated exposure to human immunodeficiency virus
(HIV) does not always result in seroconversion. So far, only one genetic
factor, a deletion of 32 base pair in the gene that codes for the CCR5
molecule, the main coreceptor for HIV penetrating the cell, confers a
high degree of protection.

Objective: To determine the frequency of [132 mutation in ccr5 gene in
Medellin, Colombia and search for other polymorphisms in the ccr5
gene in exposed-seronegative individuals.

Materials and Methods: Two hundred and eighteen individuals
distributed in three groups were analyzed for [132 mutation in ccr5 gene
by polymerase chain reaction (PCR): 29 HIV seropositive (SP), 39
exposed seronegative (ESN) and 150 individuals as a general
population sample (GPS). Other polymorphisms in the ccr5 gene in the
group of ESNs were searched for by SSCP analysis.

Results: The frequency of the [132 mutant allele was 3.8% for ESN,
2.7% for GPS and 1.7% for SP. Only one homozygous mutant genotype
(032/032) was found among the ESN (2.6%). The heterozygous
genotype (ccr5/0032) was found in eight GPS (5.3%), in one SP (3.4%)
and in one ESN (2.6%). The differences in the allelic and genotypic
frequencies among the three groups were not statistically significant. A
comparison between the expected and the observed genotypic
frequencies showed that these frequencies were significantly different
for the ESN group, which indirectly suggests a protective effect of the
mutant genotype ([132/0132). No other polymorphisms were found in the
CCr5 gene

Conclusions: Since this mutant genotype explained the resistance of
infection in only one of our ESN persons, we believe that in this
population there must be other mechanisms of protection playing an
important role in this infection.

Key Words: CCR5, 132 mutation, HIV infection, Exposed seronegative
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