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SUMARIO

Esta dissertacdo teve como objectivo geral o estudo dos mecanismos inatos de
resisténcia a infecgdes virais. Foram assim tracados quatro objectivos especificos:
revisao da informacao existente na literatura cientifica; identificacdo dos mecanismos de
resisténcia mais frequentes; estudo da prevaléncia da mutagdo A32 do gene que codifica
o co-receptor CCRS numa populagdo portuguesa com mais de 65 anos de idade e

comparac¢do da prevaléncia da mutagcdo em vérias populagdes Europeias.

Ap0s a revisdo da literatura, foram identificados 62 artigos cientificos, encontrados nas
bases de dados SCIENCE DIRECT e PUBMED de 1996 a 2010, cujos abstracts foram
analisados segundo critérios de inclusdo especificos. Em consequéncia deste
procedimento foram seleccionados 33 artigos, dos quais vinte se referem ao HIV, cinco
ao Flavivirus, quatro ao Influenza virus, trés ao Herpesvirus e um ao virus da Variola
Humana. Os mecanismos de resisténcia mais frequentes foram identificados no HIV e

no Flavivirus.

Através do estudo realizado foi possivel determinar a prevaléncia da mutacio CCRS
A32 numa populagdo portuguesa com mais de 65 anos de idade. Foram analisadas 47
amostras de saliva, obtidas recorrendo ao Kit comercial Copan Liquid Amies Elution
Swab (ESwab, Brescia, Italia). A mutacdo foi detectada pela técnica de Polymerase
Chain Reaction (PCR). Os resultados revelaram que 10,6% dos inquiridos exibem a
mutacdo CCRS A32 em heterozigotia. Os resultados obtidos confirmam a prevaléncia

da mutag¢do A32 tendo em conta a localizacao geogréfica.

Foi também observado que a presenga da mesma poderd estar relacionada com a
susceptibilidade ao virus da gripe asiatica (p=0,031) e a existéncia do habito tabagico

(p=0,024).

A frequéncia alélica obtida no presente estudo foi comparada com a frequéncia alélica
da mutacdo A32 noutros paises Europeus. Esta comparacao ilustrou a diminui¢do da

frequéncia alélica do norte para o sul da Europa.

Estudos posteriores poderao utilizar esta pesquisa como suporte para aprofundar o

conhecimento nesta matéria.



ABSTRACT

This thesis aimed to study the major mechanisms of innate resistance to viral infections.
In order toreach it, four specific objectives were design: a review of existing
information in the scientific literature; the identification of the more frequent resistance
mechanisms; the study of the prevalence of the mutation A32 of the gene that encodes
the CCRS coreceptor in a Portuguese population over 65 years old and the comparison

of the prevalence of the mutation of the A32 allele in several European populations.

To do so, a literature review on innate mechanisms of resistance to viral infections was
conducted. The 62 articles foundin  the  databases PUBMED and SCIENCE
DIRECT from 1997 to 2010 were selected. Their abstracts were analyzed according to a
specific inclusion criteria. This procedure provided the project with 33 valid articles.
Twenty of those articles refer to HIV, fiveto the Flavivirus, fourrefer to
influenza virus, three to the herpes virus and one to the smallpox virus. The more

common mechanisms of resistance have been identified in HIV and Flavivirus.

Through the study it was possible to determine the prevalence of CCR5 A32 mutation in
a Portuguese population over 65 years. The study analyzed 47 samples of saliva, which
were obtained using the commercial Kit Copan Liquid Amies Elution Swab (ESwab,
Brescia, Italy). The mutation was detected by the technique of Polymerase Chain
Reaction (PCR). The results revealed that 10,6% of the participants revealed the
mutation CCRS A32 in heterozygosity. This study also confirms the prevalence
of CCR5 A32 mutation according to geographical location and it was also noted that the
presence of that mutation may be associated with susceptibility to the Asian flu virus

(p=0,031) as well as the existence of smoking habits (p=0,024).

The allele frequency obtained in  this study was compared with the A32 allele
frequency of the mutation in other European countries. This comparison illustrates the

decrease in allelic frequency from north to southern Europe.

Further studies may use this research as a support to deepen the knowledge in this area.



“E esta a vantagem da ambic¢do, podes ndo chegar a lua, mas tiraste os pés do chdo.”

Da Weasel , Hino Mundial 2006
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Mecanismos Inatos de Resisténcia a Infec¢des Virais

I. INTRODUCAO

A motivacdo para a realizacdo deste estudo foi o facto de, tanto quanto a autora pdde
pesquisar, Portugal carecer de passado cientifico histérico conhecido acerca desta

matéria, que se afirma, cada vez mais, como uma possivel resposta em infec¢des virais.

Este trabalho estd organizado em seis capitulos, distribuidos do seguinte modo: apos
este primeiro capitulo introdutoério onde se expde todo o enquadramento teorico,
abordando cinco virus: o Flavivirus, o Herpesvirus, o Influenza, o virus da Variola
Humana e o HIV, segue-se o segundo capitulo, que apresenta os objectivos do estudo. O
terceiro capitulo refere-se aos materiais e métodos, onde se encontra a explicagdo do
processo responsavel pela reunido da literatura e o procedimento envolvido no estudo da
prevaléncia da mutacdo do alelo A32 do co-receptor CCRS numa populagao portuguesa
com mais de 65 anos de idade. O quarto capitulo apresenta os resultados desta
dissertacdo. O quinto expode a discussdao dos resultados obtidos e o sexto e ultimo

capitulo, apresenta as conclusdes da pesquisa.
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1. Flavivirus
1.1. Dados epidemioldgicos

A familia Flaviviridae é composta por trés géneros o Flavivirus, o Pestivirus e o virus
da Hepatite C (HCV) (Puig-Basagoiti et al., 2009). O género Flavivirus pode ser sub-
dividido em diferentes estirpes de virus como West Nilo Virus (WNV), virus do
dengue, o virus da febre amarela e o virus da encefalite Japonesa (Ferreira e Sousa,

2002).

A nivel epidemiologico, mais de 50 milhdes de pessoas sdo infectadas pelo virus do
dengue, mais de 200.000 sdo infectadas com o virus da febre-amarela e mais de 50.000
sao infectadas com o virus da encefalite Japonesa todos os anos (Gubler et al., 2007). O
WNV foi inicialmente identificado no Uganda em 1937 e espalhou-se para diversas
partes de Africa, Asia, Australia, Canada, México e América do Sul e desde 1999 que é
responsavel por duzentas infecgdes humanas sé nos Estados Unidos da América
(Kramer et al., 2007). Estao actualmente a disposicdo vacinas para o virus da febre
amarela e da encefalite japonesa, no entanto, ndo foi, ainda, aprovada nenhuma
terapéutica antiviral para o tratamento de infecgdes provocadas por nenhum Flavivirus

(Kramer et al., 2007).

1.2. O Flavivirus, as Flaviviroses e os Factores que afectam a actividade

viral

A nivel morfoldgico o Flavivirus é um virus de Acido Ribonucleico (RNA) de cadeia
simples, de, aproximadamente, 50 nm de didmetro (Chambers et al., 1990) A maioria
dos virus deste género ¢ transmitida biologicamente pela picada de vectores
hematofagos, alguns podem ser transmitidos horizontalmente e por via transplacentéria

(Ferreira & Sousa, 2002).

A resposta imune induzida, tanto em ratos como em humanos, ap6és uma infec¢do com

Flavivirus ¢ direccionada contra multiplas proteinas virais (Brinton et al., 1998).

A infeccdo por WNV ¢ normalmente aguda, com febre caracteristica e apenas uma

pequena percentagem das infec¢des humanas resultam em doenca neuro invasiva
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(Campbell et al., 2002). Normalmente o WNV nao ¢ detectado em o6rgdos periféricos
como o coragdo, rins, figado, pulmdes ou musculos, mas em ratos com défices de
Interferdo o/f (IFN — o/p) foram detectadas elevadas quantidades do virus nesses 6rgaos
(Samuel & Diamond, 2005) bem como no soro e no Sistema Nervoso Central (SNC), o
que esta associado a uma significativa redugcdo da sobrevivéncia dos neurdnios
infectados (Keller et al., 2007). Isto demonstra o papel fundamental do IFN - o/f que
ndo so6 controla a replicagdo do WNV, mas que também protege os neurdnios dos
efeitos prejudiciais da infeccdo (Keller et al., 2007). Todavia as moléculas efectoras
responsaveis pelo controlo da replicacdo do WNV durante a infeccdo ainda ndo estdo
completamente definidas (Keller et al., 2007). A identificagdo destes compostos
antivirais pode ser importante para o desenvolvimento de novas terapias ndo s6 contra o

WNV, mas também contra outros virus (Keller et al., 2007).

Ha, no entanto, factores ndo imunes que podem contribuir para uma resisténcia inata por

parte do hospedeiro (Brinton, 1996).

Apos investigacao foi descoberto em ratos selvagens um gene que confere resisténcia
especifica ao Flavivirus (Brinton, 1996; Darnell, 1974). Este gene, denominado de Flv,
foi mapeado, em ratos, no cromossoma 5 (Shallem et al., 1993) e demonstrou ser
herdado como alelo dominante (Brinton, 1998). Esta resisténcia ndo ¢ especifica de

nenhum 6rgdo (Brinton, 1998).

Foram realizados estudos acerca deste mecanismo de resisténcia em estirpes de ratos
resistentes e susceptiveis e em culturas celulares. Os resultados mostraram que tanto os
animais como as culturas celulares resistentes exibiram niveis virais mais baixos do que
os susceptiveis ap6s uma infeccdo com a mesma multiplicidade (Brinton, 1998).
Observou-se ainda que mesmo sendo provocada imunossupressdo nos animais
resistentes, passando a infeccdo de nao-letal a letal, o dia da morte era adiado e a
concentragdo de virus no cérebro dos resistentes era 1.000-10.000 vezes menor do que

nos susceptiveis (Brinton, 1998).

Outros estudos indicam que culturas celulares, células resistentes e células susceptiveis
sdo igualmente infectaveis, indicando que a reducdo de expressdo em células resistentes

nao ¢ resultado de uma entrada na célula menos eficaz (Brinton, 1998).
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A comparacdo da replicagdo viral do Flavivirus em células resistentes e susceptiveis
mostra uma sintese de RNA menos eficiente nas células resistentes, estes dados

sugerem que o gene Flv actua ao nivel da replicacdo viral (Brinton, 1998).

2. Herpesvirus
2.1. O Herpesvirus e patologias associadas

A familia Herpesviridae ¢ constituida por mais de cem virus e pode ser dividida em trés

sub-familias Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae ¢ Gammaherpesvirinae (Ferreira &

Sousa, 2002).

A sub familia ahphaherpesvirus engloba o Herpesvirus Simples tipo 1 ¢ 2 (HSV-1 e
HSV-2), o Porcine Pseudorabies Virus (PRV) e o Bovine Herpesvirus (BHV) (Ono et
al.,2004).

As particulas do HSV estdo envolvidas pela capside icosaédrica, com 162 capsdémeros,
esta é ainda cercada por um invélucro, o genoma é Acido Desoxirribonucleico (DNA)
com cerca de 150 kpb (Ferreira & Sousa, 2002). O invdlucro confere ao virus grande
fragilidade, o que pode comprometer o desenvolvimento de patogenia (Ferreira &
Sousa, 2002). Os humanos sdo o unico reservatorio do HSV (Ferreira & Sousa, 2002).
Este ¢ transmitido por contacto directo (saliva, fluidos vesiculares e genitais), fomites
(copos, escovas de dentes, etc.) e auto-inoculacdo (infec¢des oculares) (Ferreira &

Sousa, 2002).

O HSV-1 tem uma prevaléncia na ordem dos 70-90% (Brandt, 2005). Este virus
provoca maioritariamente lesdes ao nivel da pele e mucosas que comegam por um
eritema local, progredindo posteriormente para o estado vesicular (Brandt, 2005). As
vesiculas ao romperem formam tulceras que curam sem originar cicatriz (Brandt, 2005).
No entanto, em algumas ocasides podem ocorrer situacdes letais, encefalites, infeccao
neonatal e infec¢do ocular (Whitley, 1996) - esta tltima ¢ a principal causa de cegueira

nos paises desenvolvidos (Liesegang, 2001).
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O HSV-2 origina lesdes genitais e anais e ¢ transmitido, principalmente, por contacto
sexual, razdo pela qual, ocorre, geralmente, em individuos adultos (Ferreira & Sousa,

2002).

No decorrer da replicagdo do HSV-1, nas células do epitélio em locais periféricos da
infec¢do, o virus tem acesso a terminagdo nervosa local e € transportado por transporte
retrégrado axonial até¢ ao nucleo dos neuroénios, dentro dos ganglios sensoriais (Khanna
et al., 2004). O HSV-1 contamina a mucosa orofaringea, o virus instala-se nos ganglios
do trigémio. O HSV-2, por sua vez, contamina a regido genital e mantém-se nos
ganglios sagrados (Ferreira & Sousa, 2002). Ai ocorre replica¢do do virus e estabelece-
se de seguida uma infec¢do latente, que persiste durante toda a vida do individuo
(Khanna et al., 2004). Esta ¢ definida clinicamente como uma situagdo em que o
genoma funcional viral ¢ mantido no interior das células do hospedeiro, mas nao ocorre
replicagdo viral (Khanna et al., 2004). A elevada taxa de infec¢des primarias
clinicamente silenciosas e a capacidade de entrar em estado de laténcia dificultam o
controlo da infec¢do (Brandt, 2005). Na auséncia de lesdes, a laténcia do virus pode
permitir derramamento assintomatico € por consequéncia a transmissio a um novo
hospedeiro (Brandt, 2005). A recorréncia acontece em aproximadamente 50% dos
casos. A gravidade e duragdo da infeccdo dependem, em parte, do estado imunologico
do hospedeiro (Ferreira & Sousa, 2002). Em imunocompetentes as lesdes desaparecem
em menos de trés semanas, ndo deixando cicatriz, em imunodeprimidos, tanto a primo-
infeccdo como as infecgdes recorrentes, podem provocar quadros bastante graves e até,
em certos casos, originar disseminagdo do virus, chegando mesmo ao SNC (Ferreira &

Sousa, 2002).

Os antivirais podem ser uteis no tratamento das lesdes, mas nada fazem para eliminar a
laténcia do virus, que permite o desencadear da replicacao viral logo que o hospedeiro
seja exposto a stress emocional ou fisico, ou a deficiéncias do sistema imunoldgico
(Khanna et al., 2004), como défices imunoldgicos herdados ou adquiridos, tratamentos
de quimioterapia e transplante de 6rgaos (Brandt, 2005). Para reduzir a recorréncia das

lesdes pode ser efectuado um tratamento profilatico com antivirais (Brandt, 2005).
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2.2. Factores que afectam a actividade viral
2.2.1. O codigo genético do hospedeiro

O codigo genético do hospedeiro pode directa ou indirectamente induzir mecanismos
que influenciam a efectividade do virus. Sabendo que uma reducdo da concentracao
viral pode prevenir a doenga, os mecanismos desenvolvidos ndo necessitam de eliminar

ou imobilizar totalmente o virus para evitar lesdes (Brandt, 2005).

Foram j4 efectuados diferentes estudos com o objectivo de encontrar um gene ou um
conjunto de genes responsaveis por fendémeno de resisténcia, mas nenhum deles
conseguiu chegar a um resultado claro. Os primeiros sugeriram que um gene sem
relagdo com o Histocompatibility Complex (MHC) desempenhou um papel importante
numa infec¢do provocada por meio de uma injec¢do intraperitoneal (Lopez, 1975).
Estudos posteriores demonstram um papel relevante na resisténcia a infec¢do por parte
do locus do MHC numa infec¢do da pele (Kastrukoff et al., 1986). Num outro estudo,
de infec¢ao ocular em ratos, um novo locus autossomico dominante de resisténcia, o
Locus de Resisténcia ao Herpes (HRL) foi identificado e mapeado no cromossoma 6 de
ratos (Lundberg et al., 2003). O seu mecanismo de ac¢do, tanto quanto a autora pdde
pesquisar, nao foi determinado, necessitando de estudos mais aprofundados. Sabe-se
apenas que afecta a replicagao viral em tecido ocular e neuronal (Brandt, 2005). A sua
accdo pode ser desviada pelo locus SML, aumentando a resisténcia em fémeas (Brandt,
2005). O gene codificado pelo SML ndo foi ainda mapeado, o que leva a um
desconhecimento dos mecanismos envolvidos, mas sabe-se que a administragdo de
diidrotestosterona em ratos do sexo feminino reduz sua resisténcia, sugerindo que a
fungdo hormonal esta envolvida (Brandt, 2005). Também foram determinados /oci nos
cromossomas 4, 5, 12, 13 e 14 que parecem ter influéncia na susceptibilidade/resisténcia
ao HSV em geral, por outro lado /oci dos cromossomas 10 e 17 parecem ser especificos

da infecgdo ocular (Norose ef al., 2002).
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3. Influenza virus
3.1. O Influenza virus

A gripe é a mais contagiosa das doencas respiratérias e pode ser debilitante, conduzir a
hospitalizagdo e até mesmo a morte (Zhang et al., 2009). O agente etiologico desta
doenga infecciosa ¢ o Influenza virus, de RNA de cadeia simples (Palese e Shaw, 2007).
Das trés estirpes (A, B e C) apenas a A e a B causam doencga epidémica humana, sendo
que a estirpe A ¢ a causadora de todas as pandemias viricas (Zhang et al., 2009). O seu
genoma consiste em 8 segmentos separados, que codificam 10 a 11 proteinas, protegido
pela nucleocapside (McGeoch et al., 1976). Os virides estdo circundados por um
envelope que suporta as glicoproteinas de superficie Hemaglutinina (HA) e
Neuraminidase (NA) que s3o responsaveis pela ligagdo do virus ao receptor nas células
do hospedeiro e pela libertagdo de virides descendentes para as células do hospedeiro,
respectivamente, sao também o alvo da resposta de anticorpos do hospedeiro (Zhang et

al., 2009).

Esta infeccdo virica tem associados sintomas respiratorios e activa as citoquinas
Interleucina-6 (IL-6), Factor de Necrose Tumoral — o (TNF-a) e INF, que contribuem
para efeitos sistémicos, febre e mialgias (Peiris et al., 2010). A desregulagdo do sistema
imunitario inato leva a quadros mais complicados como encefalite necrotica aguda e
aumento do risco de doencas cardiovasculares (Mizuguchi et al., 2007; Warren-Gash et
al., 2009). A infec¢do concomitante com uma bactéria constitui o maior factor de risco
para a morbilidade e mortalidade nas infeccdes sazonais ¢ pandemias do passado,

incluindo a gripe de 1918 (Taubenberger e Morens, 2008).

3.2. Factores que afectam a actividade viral
3.2.1. Codigo genético do hospedeiro

Estudos determinados a aprofundar esta matéria encontraram diferentes /oci nos
cromossomas 2, 7, 11, 15 e 17 que estdo associados a resisténcia ao HSN1 (Boon et al.,

2000), contudo o mecanismo responsavel pela resisténcia ainda nao foi desvendado.
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4. Variola Humana
4.1. O virus da Variola Humana

A Smallpox, pertece a familia Poxviridae (Mahalingam, Damon e Lidbury, 2004),
possui DNA de cadeia dupla e ¢ o agente etiologico da Variola Humana, uma patologia
infecciosa conhecida ha mais de dois milénios que teve, provavelmente origem na India
ou Asia ocidental, disseminando-se no séc. VIII a.C. pelo resto da Asia, Europa e norte

de Africa (Ferreira & Sousa, 2002).

A variola foi o motor para a elabora¢do da primeira vacina, desenvolvida por Eduard
Jener em 1796, o qual percebeu que os tratadores de gado que eram infectados com
outro poxvirus, o da variola bovina, ganhavam uma lesdo benigna, frequentemente nas
maos e adquiriam, assim, imunidade ao virus da Variola Humana (Ferreira & Sousa,
2002). O acto da vacinagao foi inicialmente denominado de variolagdo, sofrendo mais
tarde adaptacdes (Ferreira & Sousa, 2002). O microorganismo usado na produ¢do de
vacinas era inicialmente o virus da variola bovina, actualmente é utilizado um virus
atenuado, distinto do virus da variola bovina, mas geneticamente, mais semelhante ao

da variola humana (Ferreira & Sousa, 2002).

A variola causa estados febris e vesiculas cutineas em humanos e animais € matou
aproximadamente 500 milhdes de pessoas no séc. XX (Mahalingam, Damon e Lidbury,

2004).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a variola foi erradicada em
1979, sendo o ultimo caso apontado para a Somalia em 1977 (Mahalingam, Damon e
Lidbury, 2004). Este feito foi conseguido devido a vacinacdo em massa e também a
caracteristicas intrinsecas do virus, como o facto de o virus da Variola ndo ter
hospedeiros que ndo sejam humanos, de causar elevada e rapida mortalidade e
morbilidade, de o contacto com outros orthopoxvirus ser capaz de conferir imunidade,
de ndo haver laténcia viral e de ndo ser infeccioso antes das lesdes aparecerem

(Mahalingam, Damon e Lidbury, 2004).
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5. Virus de Imunodeficiéncia Humana (HIV)
5.1. O HIV

Os agentes etiologicos do Sindroma de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) sdo os
lentivirus HIV-1 e HIV-2, estes diferem entre si na severidade das infecgdes, no periodo
de laténcia, na capacidade de transmissdo e localizagdo geografica (Ferreira & Sousa,

2002).

As particulas virais exibem estrutura esférica e estdo circundadas por um involucro de
natureza lipidica, onde esta fixa a gp41, que ¢ uma glicoproteina transmembranar, que
sustenta na sua extremidade N-terminal a glicoproteina de superficie gp120 (Ferreira &
Sousa, 2002). Estas duas glicoproteinas medeiam o processo de penetragao nas células
alvo. A gp120 liga-se especificamente ao CD," e aos receptores das quimiocinas, como
o CCRS (Ferreira & Sousa, 2002). Apos esta etapa a gp4l, por meio do péptido de
fusdo, interage com a membrana citoplasmatica modificando-a para dar inicio ao

processo de fusao (Ferreira & Sousa, 2002).

5.2. A infec¢ido causada pelo HIV

O relatorio da OMS e do Programa das Nag¢des Unidas para o HIV/SIDA publicado em
2010 relativo aos numeros de 2009 revelou que aproximadamente 33,3 milhdes de
pessoas vivem com HIV, que foram identificados 2,6 milhdes de novas infec¢des e que

morreram 1,8 milhdes de cidaddos nesse ano (OMS, 2010).

O mesmo relatorio revela ainda que sdo detectados mais de 700 novos casos diarios de
infec¢do por HIV e que 97% destas infecgdes surgem em paises pobres ou em vias de

desenvolvimento (OMS, 2010).

As principais formas de contagio de HIV sdo o contacto com secre¢des genitais
infectadas, por meio de relagdes sexuais, com sangue ou derivados também infectados,
por transmissdo vertical (este tem vindo a diminuir devido & administracdo de anti-
retrovirais nas ultimas semanas de gravidez) e ainda o leite materno (Ferreira & Sousa,

2002).
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O HIV tem tropismo para mondcitos, macrofagos e linfocitos T-helper, pois estes
expressam & sua superficie o receptor CD," (Ferreira & Sousa, 2002). A replicacdo viral
nestas células vai destrui-las ou alterar o seu funcionamento, o que resulta numa
reducdo da eficacia da resposta imunoldgica (Ferreira & Sousa, 2002). A sua enorme
capacidade de gerar mutantes, devido aos erros cometidos pela transcriptase reversa
viral durante o ciclo replicativo, ¢ a ndo produgdo de particulas virais por parte de
linfocitos T CD4" infectados, conduzem a total ineficacia do sistema imunolédgico no

combate ao virus (Ferreira & Sousa, 2002).

A infec¢ao por HIV tem diferentes fases de evolugdo clinica, fase aguda ou de infec¢ao
primaria, fase assintomadtica ou de laténcia clinica, fase sintomatica precoce e fase
sintomatica ou fase SIDA (Ferreira & Sousa, 2002). A fase SIDA ¢ caracterizada por
uma contagem de células T CD," inferior a 200uL (Ferreira & Sousa, 2002). Neste
periodo a carga viral dispara para valores elevadissimos (Ferreira & Sousa, 2002). A
progressdo da infecgdo para esta fase depende de factores como, concentra¢do de carga
viral, preservacao da arquitectura dos nodulos linfaticos, elevada actividade citolitica
mediada pelos linfocitos CDg’, presenca de variantes monocitotropicos do HIV,
background genético do infectado, presenca de co-infecgdes multiplas, estirpe viral,
factores do hospedeiro e ambientais (Ferreira & Sousa, 2002). Como factor ambiental
os homossexuais e os utilizadores de drogas ilicitas constituem o primeiro e segundo
grupos, respectivamente, onde a infeccao por HIV ¢ mais prevalente (Holmberg, 1996 e
Leshner, 1999). No entanto, sabe-se hoje, que a transmissdo heterossexual tem vindo a
aumentar todos os anos e que actualmente € superior a homossexual (Ferreira & Sousa,

2002).

O HIV utiliza receptores das quimiocinas, como o CCRS5, para entrar nas células alvo
(Chen et al., 1997 e Platt et al., 1998). Polimorfismos genéticos nestes receptores
alteram a expressdo do virus, o que se espelha na capacidade de infec¢do e de

progressdo (Kageyama et al., 2002 e John, 2001).

5.3. 0 CCRS

O CCRS5 ¢ um receptor acoplado a proteina G (Mueller e Strange, 2004) constituido por

352 aminoacidos ¢ tem uma massa molecular de 40,6 kDA (Combadiere et al., 1996).
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Encontra-se a superficie das células do sistema imunologico (Carrington et al., 1997) e
os seus ligandos sao: RANTES, MIP-1a e MIP-1B (Samson ef al., 1996) controlando
assim o desenvolvimento, recrutamento e activacdo dos linfocitos, representando um
papel fundamental na resposta imune contra muitos patogeneos (Dragic et al., 1996). A
este receptor ligam-se as glicoproteinas do envelope apenas da estirpe M-trépica do
HIV-1 (Alkhatib et al. 1996; Choe et al. 1996; Deng et al. 1996; Doranz et al. 1996;
Dragic et al. 1996].

O CCRS5 ¢ expresso em linfocitos T efectores e de memoria, em mondcitos, macrofagos
e cé¢lulas dendriticas. O /locus do gene que o codifica encontra-se no cromossoma 3p21

(Mueller e Strange, 2004 e Liu ef al., 1996].

5.4. O CCRS A32

A deplecdo de 32 nucledtidos na regido que codifica o segundo loop externo do
cromossoma que codifica o CCRS5 causa um frameshift e a introducao de um codao stop
prematuro. Logo, a proteina codificada pelo alelo extraido nao ¢ traduzida (Liu et al.,
1996). Individuos que apresentem homozigotia para esta muta¢do sdo resistentes a
infeccdo por HIV-1, mesmo apos exposi¢do continua ao agente etioldgico (Liu et al.,
1996). Podem ser registadas excepgdes quando a estirpe em causa utiliza a molécula
CXCR4 como co-receptor das células alvo (Samson et al, 1996). Individuos
heterozigdticos estdo sujeitos a infeccdo por HIV-1, mas apresentam um atraso de 2 a 4

anos no que diz respeito a progressdo para a fase SIDA (Stumpf et al., 2004).

5.5. A origem e propagacio da mutacio

Os estudos iniciais acerca da origem da mutacdo estimaram que a idade da mutagdo
seria de 700 (Stephens et al., 1998) a 1700 anos (Libert et al., 1998) (com intervalo de
275 a 1875 e 375 a 3675, respectivamente). Estes correlacionaram também a idade
estimada com pragas epidémicas historicas (Stephens et al., 1998), afirmando que a
pressao selectiva exercida sobre a mutacao ¢ da responsabilidade da Yersinia pestis,
agente etiologico da Praga Bubodnica, vulgo Peste Negra (Stumpf e Wilkinson-Herbots,

2004). Pesquisas posteriores, utilizando modelos matematicos, descréem da ligacdo
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entre a Y. pestis e a mutacao, enfatizando uma possivel conexao com a Smallpox, agente
etiologico da Variola Humana (Stumpf e Wilkinson-Herbots, 2004). Para tal basearam-
se nos efeitos cumulativos deste virus, que dizimou maior nimero de individuos, de
qualquer idade, saudaveis ou doentes, o que interferiu com o potencial reprodutivo da
espécie humana, enquanto que a Y. pestis foi fatal principalmente para idosos e doentes
(Stumpf e Wilkinson-Herbots, 2004). Esta pesquisa estimou a idade do alelo para
aproximadamente 1100 anos (Stephens et al, 1998). Um estudo, de Libert e
colaboradores, baseado em diversos microsatélites ligados ao gene do CCRS, concluiu
que a mutagao ocorreu pela primeira vez acerca de 2000 anos atras (Libert et al, 1998).
No entanto, um estudo mais recente que incluiu marcadores com 32 pequenos
polimorfismos nucleares estimou que a idade do CCRS A32 ¢ de 5075 anos (Sabeti et
al., 2005). Este facto ¢ enfatizado por uma andlise do DNA de um esqueleto alemao da
idade do bronze, que sugere que a mutagao tem pelo menos 2900 anos (Hummel e/ al.,
2005), e ainda por um recente estudo de DNA escandinavo da era Mesolitica que
concluiu que a primeira mutacdo devera ter ocorrido cerca de 5000 anos a.C. (Lid¢é et

al., 2006).

A frequéncia de CCRS5 A32 ¢ mais elevada no norte da Europa, nas zonas circundantes
do Baltico ¢ do Mar Branco e na Russia central, com valores superiores a 15% e
sofrendo um decréscimo gradual até ao sul, estando os valores mais baixos presentes no
Mediterraneo (Coérsega, Sicilia, Sardenha e Creta) (Faure e Royer-Carenzi, 2008). Fora
da Europa, apenas se registam valores em regides vizinhas (Faure e Royer-Carenzi,
2008). Estd ausente na Africa subsariana, este e sudeste da Asia, América e Oceania
(Faure e Royer-Carenzi, 2008). Facto que pode ser geograficamente visualizado na

figura 1.

O facto de o CCR5 A32 ter uma frequéncia elevada em caucasianos € ser raro ou
inexistente em nao-caucasianos, levou a especulacdo de que a mutacao teria acontecido
apenas uma vez num grupo étnico caucasiano ancestral, posteriormente ao isolamento
continental dos caucasianos dos seus ancestrais africanos (Dean et al., 1996, O’Brien ¢
Dean, 1997, Stephens et al., 1998 e Galvani e Novembre, 2005). Antropologos
moleculares estimam que a data da separacdo ¢ de, aproximadamente, 200.000 anos

(com uma janela de 143.000-298.000 anos) (Cann et al., 1987; Vigilant et al.,1991;
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Stoneking et al.,1992; Ruvolo et al.,1993;Goldstein et al.,1995; Horai et al.,1995; von
Haeseler et al.,1996).

Existem de igual modo teorias que, com base na distribui¢do geografica do alelo,
defendem que este apareceu pela primeira vez na Escandinavia (Libert ef al., 1998) ou
pelo menos que a seleccdo foi mais forte nesse pais. Os Vikings podem ter sido os
responsaveis pela disseminagdo da mutacdo desde esta regido até aos restantes paises
Europeus (Lucotte e Dieterlen, 2003). Pois durante a era Viking (século VIII ao século
X) estes dominavam os paises Escandinavos e tinham grande influéncia costeira em
diversos paises Europeus, como Franca, Espanha e Inglaterra (Lucotte e Dieterlen,

2003).

|--’.: o 01.03 .05 .07 .09 .11 .13
Bate

Figura 1. Prevaléncia da muta¢do a nivel mundial (adaptado de Faure e Royer-Carenzi,

2008).
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I1. OBJECTIVOS

1. Objectivo Geral

Estudo de mecanismos inatos de resisténcia a infeccoes virais.

2. Objectivos Especificos

e Revisao da informacao existente na literatura cientifica;

e Identificacdo dos mecanismos de resisténcia mais frequentes;

e Estudo da prevaléncia da mutagdo A32 do gene que codifica o co-
receptor CCR5 numa populagdo portuguesa com mais de 65 anos de
idade;

e Comparagdo da prevaléncia da mutacdo em varias populagdes

Europeias.
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III. MATERIAL E METODOS

1. Revisao da informacao existente na literatura cientifica

Foi realizada uma revisdo sistematica em Janeiro de 2011 baseada na pesquisa de

artigos cientificos nas bases de dados Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)
e sciencedirect (http://www.sciencedirect.com/) com o auxilio das seguintes palavras-

chave: CCRS; CCRS5 HIV; Chemokine receptor CCRS; A32 allele; CCRS resistance;

Flavivirus flv; herpes virus genetics resistance; smallpox human innate resistance;
influenza human innate resistance. Desta pesquisa resultaram 62 artigos cientificos, dos
quais se recolheram diferentes dados como, virus incidente, autor, jornal, ano de
publicagdo, tema central, popula¢do-alvo, mecanismo de resisténcia, molécula chave e
conclusdes. Estas informacgdes foram fornecidas pelo abstract de cada artigo e serviram
para o preenchimento da Tabela presente no Anexo 1. Aos artigos foram aplicados os
seguintes critérios de inclusdo: data de publicacdo (1996-2010), tema central do artigo
estar, obrigatoriamente, de acordo com o tema em discussdo e a resisténcia discutida ser
considerada exclusivamente inata. Foram assim excluidos 29 artigos cientificos. A
figura 2 mostra que os restantes 33 artigos foram distinguidos por virus, sendo que
cinco se referem ao Flavivirus, trés ao herpesvirus, quatro ao influenza virus, um a

Smallpox e vinte ao HIV.

Figura 2. Fluxograma que distingue os artigos consoante o virus.
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2. Estudo da prevaléncia da mutacio A32 do gene que codifica o co-receptor CCRS

numa populaciio portuguesa com mais de 65 anos de idade

2.1. Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pela comissdo de ética da Universidade Fernando Pessoa, sendo
seguidas as recomendacgdes da Declaragdes de Helsinquia para elaboragdo de trabalho

de investiga¢ao.

2.2. Populacio em estudo

Para a pesquisa da mutagdo do alelo A32 do gene que codifica o co-receptor CCRS, no
dia 24 de Junho de 2011, na localidade de Lebuc¢do, Valpacos, foram recolhidas
amostras de saliva numa populagdo com idade compreendida entre os 66 e os 91 anos.
A colheita foi efectuada pela autora do presente estudo, de forma padronizada,
recorrendo as instrugdes do fabricante do Kif usado para esse efeito (eSwab, Brescia,

Italia).

Todos os inquiridos colaboraram de forma voluntaria apds explicacdo do objectivo e

das condigoes do estudo.

A inclusdo dos participantes foi efectuada apos consentimento informado, em

conformidade com os procedimentos éticos [Anexo 2].

Os critérios de inclusdo aplicados foram: individuos de ambos os sexos; com idade
superior a 65 anos; com vida activa, sem registo de doenca infecciosa provocada por
HIV; preenchimento de um questionario correspondente a amostra cedida [Anexo 2].

Foram excluidos do estudo as amostras com resultado nulo para a pesquisa de CCRS

A32.
2.3. Colheita da amostra

O sistema de colheita e transporte utilizado foi o Copan Liquid Amies Elution Swab
(ESwab, Brescia, Italia). Este pode ser utilizado para colheita e transporte de amostras

clinicas que contém bactérias aerdbias, anaerobias e fastidiosas, Clamidias e Virus. O
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Kit de colheita ¢ composto por uma embalagem estéril, que contém um tubo de ensaio
de fundo conico, etiquetado e preenchido com 1mL de meio de transporte, responsavel
pela conservagdo da amostra, e um pacote estéril contendo uma zaragatoa com ponta de

fibra de nylon suave (eSwab, 2006).

M |

I

Figura 3. Ilustracdo do Kit de colheita usado. (adaptado de eSwab, 2006)

De acordo com as instrugdes do Kit, a colheita consiste em abrir a bolsa exterior,
retirando o tubo de ensaio e a bolsa da zaragatoa; abrir a bolsa da zaragatoa; fazer a
colheita e introduzir a zaragatoa no tubo de ensaio previamente aberto; cortar a haste da
zaragatoa pela zona colorida; fechar o tubo de ensaio até completo isolamento e

preencher na etiqueta os dados da amostra (Figura 4).

1 2 4 5 8

Figura 4. Procedimento de utilizacdo do ESwab de acordo com o fabricante (adaptado de

eSwab, 20006).

Ao enroscar a tampa no tubo de ensaio a haste partida da zaragatoa encaixa firmemente
para que ao se desenroscar e tirar a tampa do tubo a zaragatoa venha acoplada e o

procedimento laboratorial seja mais facil (Figura 5).

= e . 3 - = i =
o] | | | PN H

— — — ] - — |

Figura 5. Pormenor da haste a partir (adaptado de eSwab, 2006).
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3. Procedimentos laboratoriais
3.1. Processamento das amostras

Ap6s a recolha das salivas as amostras foram mantidas a -20°C até serem processadas

laboratorialmente.

3.2. Isolamento de acidos nucleicos

A extrac¢do de DNA das salivas foi realizada com o Kit comercial Qidamp DNA Blood
mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) e de acordo com as instru¢des do fabricante

(Qiagen, 2010).

3.3. Detecgao e genotipagem da mutacio CCR5 A32 por Polymerase Chain
Reation

Foi amplificada uma por¢ao do gene que codifica o CCRS com recurso a técnica da
PCR, utilizando primers que ladeiam a dele¢do de 32 nucledtidos (CCR532-A: 5°-
CAAAAAGAAGGTCTTCATTACACC-3’ e CCR532-B: 5’-
CCTGTGCCTCTTCTTCTCATTTCG-3’). Os genes sem mutacdo € os que sofreram a

delecao tém, respectivamente, 189 e 157 pb.

A reac¢do de amplificacdo continha 10 ng de DNA, 0,5U Tag DNA Polimerase (MBI
Fermentas, #EP0402) e o respectivo Tampao de Reaccdo, 2,5 mM de MgCl, (MBI
Fermentas), 0,2 mM de dinucleosideos trifosfatados (dNTPs) (MBI Fermentas,
#R0192) e 0,2 uM de cada primer. As reac¢des de amplificagdo foram efectudas no
termociclador programavel Bio-Rad MyCycler™ (Bio-Rad, Hercules, Estados Unidos
da América) num volume total de 25 pL. As condi¢cdes de amplificacio foram as
seguintes: 5 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C e 1,5 min a 72°C; 35 ciclos de 30s a

94°C, 30s a 60°C e 45s a 72°C.
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ELECTROFORESE EM GELE DE AGAROSE DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

Para verificar a amplificacdo dos fragmentos de DNA, 10uL dos produtos obtidos por
PCR foram analisados por electroforese em geles de agarose a 2,5% (p/v), corados com
Sybr Safe (Invitrogen). De seguida, os geles foram visualizados utilizando
transiluminador (Quantity one, Bio-Rad) de luz ultra-violeta e com suporte de programa
informatico. A figura abaixo ilustra um gele que exibe a mutacio CCRS5 A32 em

heterozigdtica.

Figura 6. Gele de agarose visualizado sob luz ultra-violeta, exibindo a mutagdo em

heterozigotia.

4. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao programa informatico Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) versao para Windows 18.0. O teste Qui-quadrado
(%) foi utilizado para comparar as frequéncias entre as diferentes varidveis e para
calcular o p. O valor de p foi considerado estatisticamente significativo quando inferior
a 0,05. As varidveis incluidas neste estudo foram as seguintes: sexo, nacionalidade dos
ascendentes, susceptibilidade as doencas viricas infantis, a toma regular da vacina
contra a gripe sazonal, a susceptibilidade ao virus da gripe asiatica, habitos tabagicos e a

presenga ou ndo de excesso de peso.
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IV. RESULTADOS
1. Revisao da informacao existente na literatura cientifica

A revisao sistematica feita para possibilitar a reunido da literatura resultou na obten¢ao
de 33 artigos proveitosos, sendo que, tal como a figura 7 indica, cinco referem-se ao
Flavivirus, trés ao Herpesvirus, quatro ao Influenza virus, um ao virus da Variola

Humana e vinte ao HIV.

HIV

Smallpox

Influenza virus

Herpesvirus

Flavivirus
pd pd

0 5 10 15 20

Numero de artigos por virus

Figura 7. Numero de artigos por virus.

A pesquisa bibliografica foi realizada em Janeiro de 2011 e incluiu artigos publicados
entre 1996 e 2010. Como pode ser observado na figura 8, o ano que reline maior
publicagdo de artigos desta matéria ¢ 2004, mantendo-se a publicagdo constante nos

restantes anos.

Numero de artigos publicados por ano
B

1997(1998|1999|2000|2001|2002|2003|2004 2005 2006|2007|2008 2009|2010
1 2 1 1 2 2 3 7 3 1 3 2 3 2

Figura 8. Quantidade de artigos publicados por ano.
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Apoés a andlise integral dos 33 artigos estes foram organizados por tema da seguinte

forma:

Mecanismo de
resisténcia ao

Moléculas e Flavivirus Dados
Mecanismode  mecanismos do HIV 3% epidemiologicos do
resisténcia 3% Flavivirus
6% 3%

Resposta do
hospedeiro a

Resposta do
hospedeiro a

Flaviviroses llerpesvirus.
9% 5%

Mecanismo de
acgdo do
Herpesvirus
3%
Mecanismo
de acgdo do

Orlgem, Idade,
propagacao,
distribuicdo e

frequéncia do CCR5 Inﬂ;;{hza
A32
34% Mecanismo de
resisténcia ao
Inflenza
6%

Resposta imune
do hospedeiro

do Influenza
Erradicacdo da 3%
Varicla
2%

Figura 9. Temas abordados nos artigos analisados.

A figura 9 mostra que o tema mais abordado nos artigos cientificos seleccionados ¢
"Origem, idade, propagacao, distribui¢cdo e frequéncia do CCRS5 A32" com 34% seguido
dos artigos sobre 0"CCRS5" com 18% e da "Resposta do hospedeiro a Flaviviroses" com

9%.

Com 6% dos artigos que foram organizados ficaram trés temas: "Resposta do
hospedeiro a Herpesvirus", "Mecanismo de resisténcia ao Inflenza" e "Mecanismo de

resisténcia. Os restantes temas rondam todos os 3%.
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2. Identificacdo dos Mecanismos mais Frequentes

Através da andlise bibliografica foram identificados os mecanismos responsaveis pela
resisténcia inata do hospedeiro aos virus estudados, com excepc¢do do virus da Variola

Humana.

A mutagdo responsavel pela resisténcia do hospedeiro a infeccao por HIV ¢ a delegdo de
32 nucledtidos no gene que codifica o CCRS, receptor primario do virus no organismo

(Liu et al. 1996).

A resisténcia inata ao Flavivirus ¢ provocada pelo gene Flv localizado no cromossoma 5
dos ratos (Shallem et al., 1993), o qual, segundo os dados, actua ao nivel da replicagdo

viral (Brinton, 1998).

Os mecanismos responsaveis pela resisténcia inata a virus como Influenza virus ou
Herpesvirus sdao ainda pouco documentados. Desta pesquisa resultou a informacao de
que diferentes mutacdes em diferentes cromossomas poderiam ser responsaveis por
quadros de resisténcia inata do hospedeiro a algumas estirpes de cada um dos diferentes

virus.

O virus da Variola Humana, a Smallpox, esta erradicado desde 1979 (Mahalingam,
Damon & Lidbury 2004) e ndao foram encontrados, nesta revisao bibliografica, registos

cientificos que tratem de mecanismos de resisténcia inata do hospedeiro a este virus.

A figura 10 relata a quantidade de artigos seleccionados que se debrugam apenas sobre
0s mecanismos acima referidos. Assim, 57,58 % dos artigos aceites incidem no CCRS5
A32, 9,09 % no gene Flv, 6,06% em diferentes mutagdes que ao ocorrem em
determinados genes conferem resisténcia a infec¢do por Herpesvirus, 3,03% em
mutagdes que atribuem resisténcia a infec¢des por Influenza virus e como referido antes
ndo foi encontrada qualquer informagao no que concerne a resisténcia inata ao virus da

Variola Humana.

22



Mecanismos Inatos de Resisténcia a Infec¢des Virais
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Figura 10. Percentagem de artigos encontrados referentes aos mecanismos de resisténcia

caracteristicos de cada virus.

3. Estudo da prevaléncia da mutacio A32 do gene que codifica o co-receptor CCR5

numa populaciio portuguesa com mais de 65 anos de idade

O estudo realizado em Valpacos, no més de Junho do corrente ano, incidente na
pesquisa da mutacdo CCRS5 A32, baseou-se na recolha de 50 salivas, destas 3 foram
excluidas por ndo exibirem qualquer resultado. Os participantes eram individuos
voluntarios com média das idades 78,4 anos, dos quais 32 eram do sexo feminino e 15
do sexo masculino. Destes 42 ndo possuiam a mutagdo, ¢ 5 exibiram a mutacdo em

heterozigotia. De acordo com estes valores obteve-se a seguinte figura:

Com mutacdo;
10,60%

Sem mutacdo;
89,40%

Figura 11. Amostras portadoras da mutagao.
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O preenchimento de um questionario no acto da colheita, com dados dos participantes e

a analise da saliva correspondente resultou na seguinte tabela:

Tabela 1. Associagdo das variaveis com os resultados obtidos.

TOTAL Wt/Wt Wit/del32 v p
N (%) N (%)
IDADE + nd 775+5,5 78,2 + 3,11
M 15 12 (80%) 3 (20%)
Sexo 2,0 0,154
F 32 30 (93,8%) 2 (6,2%)
Tem S 2 2 (100%) 0
Ascendentes
. 0,26 0,609
estrageiros N 43 38 (88,4%) 5 (11,6%)
Sofreu de § 24 22 (91,7%)  2(8,3%)
doencas viricas
_ _ 0,06 0,806
infantis N 16 15(93,8%) 1 (6,2%)
Toma S 35 32(91,4%) 3 (8,6%)
regularmente a
. _ 0,80 0,371
vacinada gripe N 1] 9(81,8%)  2(18,2%)
Tive ripe S 5 3 (60% 2 (40%
e & (60%) (40%) 4,64 0,031
asiatica (1957) N 20 19 (95%) 1 (5%)
S 5 3 (60%) 2 (40%)
Fumador 5,07 0,024
N 42 39(92,9%)  3(7,1%)
Tem excesso de S 3 3 (100%) 0
0,38 0,536
peso N 44 39 (88,6%)  5(11,4%)

De acordo com a Tabela 1 o sexo ndo ¢ uma variavel significativa (p= 0,154) e o facto
de alguns destes individuos serem descendentes de pessoas estrangeiras também nao ¢
significativo (p= 0,609). A susceptibilidade as doengas viricas infantis também nao
apresenta ligagdo com a mutacdo (p= 0,806), a toma regular da vacina da gripe (p=
0,371) e o excesso de peso (p= 0,536) também ndo se apresentam como variaveis
significativas. Apenas a susceptibilidade inata para o virus Influenza H,N, — Gripe
Asiatica 1957 (p= 0,031) e o factor adquirido do hébito tabagico (p= 0,024) se revelam

variaveis significativas. Assim, 40% dos que sofreram de gripe asidtica sdo
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heterozigdticos para a mutacdo e apenas 5% dos que nao sofreram da mesma sdo

igualmente heterozigoticos para a mutacao; 40% dos inquiridos que fumam apresentam

a mutagdo em heterozigotia e apenas 7,1% dos que ndo fumam apresentam a mutagao.

4. Comparacao da prevaléncia da mutaciao em varias populacées Europeias

Tabela 2. Frequéncia do CCR5 A32 em diferentes popula¢des Europeias.

Latitude Local N Wt/Wt Wt/A32 A32/A32 Frequéncia Referéncia
alélica A32

64° Islandia 102 75 (73,5%) 24 (23,5%) 3(2,9%) 0,147 Martinson, 1997
630 Suécia - Umea 204 152 (74,5%) 46 (22,5%) 6 (2,9%) 0,142 Libert , 1998
630 Suécia - Umea 299 255(85,3%) 41 (13,7%) 3 (1,0%) 0,079 Zheng, 2006
60° Finlandia 98 67 (68,4%) 31 (31,6%) 0 0,158 Libert , 1998
590 Suécia - Huddinge 803 601 (74,8%) 188 (23,4%) 14(1,7%) 0,134 Nikolaos. 2009
550 Russia 176 133 (75,6%) 43 (24,4%) 0 0,122 Voevodin, 1998
540 Lituania 283 220 (77,7%) 61 (21,6%) 2 (0,7%) 0,114 Libert , 1998
530 Irlanda 44 40 (90,9%) 4 (9,1%) 0 0,045 Martinson, 1997
520 Alemanha 99 80 (80,8%) 17 (17,2%) 2 (2,0%) 0,106 Lucotte, 1998b
510 Reino Unido 283 223 (78,8%)  57(20,1%) 3 (1,1%) 0,111 Martinson, 1997
500 Bélgica —Leuven 310 243 (78,4%) 60 (19,4%) 7 (2,3%) 0,119 Struyf, 2000)
500 Bélgica - Brussels 704 582 (82,7%) 114 (16,2%) 8 (1,1%) 0,092 Libert , 1998
480 Franga — Brest 107 82 (76,6%) 21 (19,6%) 4 (3,7%) 0,135 Lucotte, 1998b
480 Hungria - Miskolc 99 84 (84,8%) 13 (13,1%) 2 (2,0%) 0,085 Libert , 1998
470 Hungria-Budapest 560 431 (77,0%) 121 (21,6%) 8 (1,4%) 0,122 Juhasz, 2011
46° Suica 64 54 (84,4%) 9 (14,1%) 1 (1,6%) 0,085 Lucotte, 1998b
450 Italia - Milao 98 82 (83,7%) 15 (15,3%) 1 (1,0%) 0,086 Lucotte, 1998b
420 Portugal-Valpagos 47 42 (89,4%) 5 (10,6%) 0 0,053 Este estudo, 2011
420 Franga — Corsega 104 102 (98,1%) 2 (1,9%) 0 0,009 Lucotte, 1998a
410 Portugal - Porto 124 111 (89,5%) 13 (10,5%) 0 0,052 Lucotte, 1998b
400 Espanha 250 205 (82%) 42 (16,8%) 3 (1,2%) 0,096 Alvarez, 1998
380 Italia — Sardenha 264 247 (93,6%) 17 (6,4%) 0 0,021 Battiloro, 2000
370 Grécia 143 131 (91,6%) 12 (8,4%) 0 0,042 Magierowska 1998
359 Chipre 1002 945 (94,3%) 56 (5,6%) 1 (0,1%) 0,028 Christodoulou, 1997
359 Ilha de Creta 200 187 (93,5%) 13 (6,5%) 0 0,032 Apostolakis, 2005

25



Mecanismos Inatos de Resisténcia a Infec¢des Virais

A Tabela 2 ¢ resultado da comparagao dos dados obtidos neste estudo com os resultados

de outras investigagdes incidentes na frequéncia da mutacdo em diversos locais da

Europa.

A mutagdo esta presente em todas as populacdes de comparacdo, mesmo que em
algumas seja apenas em situacdes de heterozigotia. E perceptivel a diminuicio da
frequéncia alélica do A32 do norte para o sul da Europa. Assim, o valor de frequéncia
alélica mais elevado ¢ representado pela Finlandia com 0,158 e o valor mais baixo pela
Corsega com 0,009. A frequéncia alélica obtida no presente estudo foi de 0,053, um
valor muito proximo do que foi determinado por Lucotte e Mercier em 1998 (0,052),

ambos os estudos encontraram a muta¢do apenas em heterozigotia em Portugal.

A figura 12 representa graficamente o aumento da frequéncia alélica desde o

mediterraneo até aos paises nordicos.
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Figura 12. Regressao linear entre a frequéncia alélica e a localizagdo (R? = 0,531).
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V. DISCUSSAO

A janela dos anos de publicacdo de artigos estipulada nesta revisdo vai desde 1996 até
2010, estas datas foram assim determinadas para se perceber qual o panorama de
publicagdes nesta matéria desde a descoberta do CCR5 A32, em 1996 (Hutter e
Ganepola 2011), até aos dias de hoje. Nesta cronologia nota-se que a publica¢ao
aumenta ligeiramente ao longo do tempo, no entanto, nao sdao publicados por ano mais
do que 3 artigos cientificos por ano (a excep¢ao do ano 2004). O que demonstra que a
investigacdo/publicagdo nesta area ¢ escassa. Observou-se que 7 dos 33 artigos
seleccionados foram publicados no ano de 2004. Este foi o ano em que se
comemoraram os 25 anos de erradicagdo do virus da Variola Humana (Mahalingam,
Damon & Lidbury, 2004) e o tnico artigo incluido na selec¢do sobre Variola Humana
foi publicado nesse ano, no entanto, ndo foram encontradas mais razdes plausiveis para

justificar esta circunstancia.

A tipologia e quantidade de artigos cientificos encontrados sobre cada um dos cinco
virus € um factor indicativo da investigacao sobre eles incidente. O HIV € um dos virus
mais conhecidos a nivel mundial, segundo dados da OMS, aproximadamente, 33
milhdes de pessoas tém HIV e sdo diagnosticados 700 novos casos de infec¢do todos os
dias (OMS, 2010). A vontade de controlar esta doenca infecciosa mobiliza muitas
investigacoes e investigadores, dai os dados resultantes deste pesquisa se terem

apresentado mais profundos sobre este virus.

A necessidade de perceber onde, quando e como surgiu a mutagdo traduz-se na
percentagem de artigos encontrados que especulam a origem, idade, propagacao,
distribuicdo e frequéncia do CCRS A32 (34% dos artigos aceites). Todavia, nenhuma
destas pesquisas se direcciona para o desenvolvimento farmacolégico de possiveis curas
ou vacinas preventivas. No entanto, investigadores Alemaes publicaram recentemente
um artigo onde descrevem uma transplantacdo de células estaminais hematopoiéticas,
de um dador homozigético para CCRS5 A32, num paciente portador de HIV — 1 (Hutter
& Ganepola, 2011). Este processo foi elaborado ha 4 anos e até a data de publicagdo do
artigo o referido paciente nao tinha recorrido a qualquer tratamento antiviral e as
analises ao sangue periférico e a diferentes tecidos ndo detectam carga viral nem DNA
proviral (Hutter & Ganepola, 2011). Mais experiéncias s3o necessdrias para

compreender se esta mutacdo pode vir a ser uma resposta de combate contra a HIV.
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Tanto quanto a autora pode pesquisar, até a data da pesquisa ndo estavam devidamente
clarificados mecanismos de resisténcia especificos do HSV. Foram encontradas e
descritas varias investigagdes independentes, com um objectivo comum: encontrar um
gene, ou conjunto de genes, responsaveis pelo fenomeno de resisténcia. Estas tinham
variaveis distintas como, local de infec¢do e sexo dos participantes. Cada pesquisa
encontrou /oci distintos em cromossomas diferentes, responsaveis por fenomenos de
resisténcia, ndo chegando nenhum a um consenso. Estas diferencas podem ser
justificadas por nao haver uniformidade nas variaveis seleccionadas para cada pesquisa.
Todavia, tendo em conta que o HSV-1 tem uma prevaléncia mundial de 70-90%
(Brandt, 2005), seria proveitoso apurar se algum /ocus dos diferentes genes encontrados

tem realmente o poder de impedir esta infec¢ao.

Através do método de pesquisa utilizado para a revisdo bibliografica apenas se
encontraram artigos que exploram os mecanismos responsaveis pela resisténcia inata ao
HSV dos anos 2004 ¢ 2005. Determinadas caracteristicas do préprio virus como, a
laténcia; a elevada taxa de infec¢des primdrias clinicamente silenciosas, o que se traduz
em relatos de prevaléncias inferiores ao que existe realmente; e ainda o facto de as
ulceras curarem num curto espaco de tempo e sem originarem cicatrizes, ou seja, este
virus, normalmente, ndo esta associado a quadros de mortalidade e morbilidade elevada,
podem resultar num reduzido interesse por parte dos investigadores, o que se traduz no

baixo niimero de relatos.

Nesta revisao bibliografica apenas um, dos quatro artigos selecionados respeitantes ao
Influenza virus, refere a existéncia de /loci em diferentes cromossomas associados a
resisténcia ao HsNj, sem, no entanto, descrever quaisquer mecanismos que descrevam
esta associacao (Boon ef al., 2009). A falta da existéncia de mecanismos de resisténcia
especificos do Influenza virus ou pelo menos a falta de passado cientifico historico
conhecido pode dever-se ao facto de a capacidade de mutagdo do virus ser muito

superior a capacidade adaptativa do codigo genético humano.

A falta de registos cientificos que facam referéncia a mecanismos inatos de resisténcia
ao virus da Variola Humana, pode dever-se ao facto de o virus ter sido erradicado em
1979. No entanto, este virus ¢ apontado como arma bioldgica de um futuro préoximo,
pois ninguém nascido apos a sua erradicacdo foi vacinado contra o virus da Variola,

pelo que continua a ser importante o estudo dos mecanismos de resisténcia associados.
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Perante os resultados obtidos formulam-se duas hipoteses: ndo existe qualquer mutagao
genética humana capaz de conferir resisténcia a Variola Humana, ou ndo foram
efectuados estudos suficientes para descobrir esses mecanismos. Percebe-se que se trata
de um virus com mais de dois milénios, que dizimou milhdes de vidas humanas e que o
nosso codigo genético nunca conseguiu desenvolver nenhum mecanismo capaz de
limitar a ac¢ao do virus. No entanto, factores como a sua elevada taxa de mortalidade,
que impedia o contacto prolongado do hospedeiro com o virus e a vacina¢do desde o
séc. XVII, podem ter impedido a interaccdo hospedeiro-virus necessaria ao

desenvolvimento de mecanismos de resisténcia.

Os estudos de investigacdo de mecanismos responsaveis pela resisténcia ndo podem
incluir individuos vacinados. Requisito que, devido a vacinacdo massiva, SO
actualmente ¢ possivel satisfazer. Esta poderd ser uma razao apontada para a falta de

estudos nesta matéria.

Os artigos encontrados relatam um gene mapeado no cromossoma 5 que confere
resisténcia ao Flavivirus. Estudos realizados em ratos sugerem que este actua ao nivel
da replicacdo viral, porém ndo foram encontrados, nesta revisdo biblioografica, dados
mais aprofundados respeitantes a esta questdo, nem registos relativos a investigagoes

realizadas em seres humanos.

Como pode ser observado na Figura 11, dos 47 individuos inquiridos apenas 10,6%
(5/47) expressam a mutacdo em heterozigotia, este ¢ um valor que se encaixa no
esperado, tendo em conta outras pesquisas realizadas na mesma area geografica, como o
estudo realizado por Lucotte e colaboradores em 1998, confronto que pode ser

constatada na Tabela 2.

A comparacao dos dados recolhidos através do inquérito realizado com os resultados
obtidos da andlise das salivas traduziu-se na obtencdo de duas variaveis significativas
que envolvem a susceptibilidade ao HoN; (p= 0,031) e os hébitos tabagicos (p= 0,024)

com a exibicdo da mutagao.

A relagdo existente entre a mutacdo do CCRS5 e o tabagismo carece de informagao pois,
tanto quando a autora pdde pesquisar, foi apenas encontrado um artigo que correlaciona
habitos tabagicos, a mutacdo e o enfisema pulmonar. Foram, no entanto, encontrados

varios artigos que enfatizam a possibilidade de uma relagdo proxima entre a mutagao
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CCRS5 A32 e a susceptibilidade ao virus Influenza. A figura 13 reflecte os dados obtidos

na bibliografia acerca desta matéria.

RESPOSTA IMUNE EM
ENFISEMA

MECANISMOS
DEPENDENTES DO CCR5

MECANISMOS
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Hipétese consequente da interpretacdo dos resultados:
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desconforto associado ao habito tabagico.

Hipotese consequente da interpretacio dos resultados:
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hospedeiro contra agentes patogénicos virais
diminuida, bem como a sua habilidade para resolver
infec¢des oportunistas.
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Figura 13. Relato da acg@o do sistema imunitario em infecg¢des virais e em enfisema.
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Tal como estd implicito na figura 13 o conhecimento acerca da influéncia da existéncia
da mutagdo nos habitos tabagicos ainda nao ¢ aprofundado. A bibliografia encontrada
defende que o CCRS interpreta um papel importante na inflamagdo dos tecidos, que
deficiéncias no CCRS5 provocam redu¢do na inflamagdo induzida pelo IFN — y e que o
fumo do tabaco induz o enfisema pulmonar por mecanismos dependentes do IFN - y
(Ma et al., 2005). Analisando estes resultados e percebendo que para o enfisema ser
desencadeado sdo necessarios mecanismos dependentes do IFN — y equacionou-se,
neste estudo, a seguinte hipotese: individuos com CCRS5 deficiente ndo exibem
sintomatologia associada a enfisema, pois ndo produzem INF — vy, ou seja, ndo sentem

desconforto associado ao hébito tabagico.

A resposta imune inata do hospedeiro em infec¢des virais baseia-se na actividade de
células NK e macréfagos, o que ¢ conseguido através da actividade dos IFN a e B e
também através da activacdo da IL — 12 (Arosa, Cardoso e Pacheco, 2007). Segundo
dados encontrados na bibliografia, o CCR5 estd implicado na inducdo de IL — 12
(Aliberti et al., 2000) e no envio de sinais anti-apoptoticos aos macréfagos (Tyner et al.,
2005). A IL — 12 estimula as células NK que exercem actividade citolitica e produzem
IFN — v, esta citoquina contribui para a activacdo dos macrofagos e dos seus
mecanismos microbicidas e tem propriedades antivirais (Arosa, Cardoso e Pacheco,
2007). Analisando estes resultados equacionou-se, neste estudo, a seguinte hipotese:
individuos com CCRS5 deficiente falham na indugao de IL — 12 e no envio de sinais anti-
apoptoticos aos macrofagos, o que se traduz numa menor activacdo das células NK e
numa reduc¢ao do nimero de macréfagos disponiveis. Em consequéncia a capacidade de
resposta imune inata do hospedeiro contra agentes patogénicos virais fica diminuida,

bem como a sua habilidade para resolver infec¢des oportunistas.

Varios autores defendem que a susceptibilidade ao virus Influenza aumenta em ratos
com deficiéncias no CCRS5 (Tyner et al., 2005 e Dawson et al., 2000). Keinan e
colaboradores realizaram um estudo em individuos severamente infectados pelo
pandémico H;N; em 2009 e aperceberam-se que 55,5% dos inquiridos caucasianos eram
portadores da mutacdo CCRS A32 (Keynan, ef al., 2009). O que indica que a mutagao ¢
um factor de risco para uma maior severidade da doenca, em pacientes caucasianos

(Keynan, et al., 2009).
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E necessario sublinhar que o presente estudo se baseia numa amostra de apenas 47
individuos e que destes somente 5 sofreram de gripe asidtica e outros 5 t€ém habitos
tabagicos, o que pode ter enviesado os resultados obtidos. Estudos futuros, com
amostras maiores ¢ onde prevalecam individuos fumadores, poderdo aprofundar o

conhecimento cientifico nesta matéria.

A Tabela 2 mostrou ser uma ferramenta 1til na comparacao da frequéncia da mutagao
em diversos paises Europeus. Verificou-se que a frequéncia da mutagdo, tendo em conta
a sua presumivel idade, ndo ¢ tdo elevada como se poderia prever, o que ¢ justificado
por varios autores entre eles, Dean e colaboradores, devido ao facto de a mutacdo
possivelmente sé ter acontecido uma vez, num grupo étnico caucasiano ancestral
posterior ao isolamento continental dos caucasianos dos seus ancestrais africanos (Dean
et al., 1996). Libert e colaboradores sdo outros que defendem que a mutagdo aconteceu
pela primeira vez nos paises Escandinavos, ou pelo menos que a pressdo selectiva foi
mais forte nestes paises devido a sua distribui¢do geografica (Libert, et al., 1998). O
decréscimo da frequéncia alélica do norte até ao sul da Europa ¢ também evidente na
Tabela 2, o que, segundo Norose e colaboradores foi conseguido através dos Vikings
(séc. VIII até séc. X), pois além de estes dominarem os paises nordicos, tinham também

relacdes influentes com a maioria dos restantes paises Europeus (Norose, et al., 2002).

De acordo com os dados da mesma Tabela, o estudo realizado na Finlandia, o pais com
maior frequéncia alélica, ndo registou nenhum caso de mutagdo homozigbtica,
circunstancia que podera estar relacionada com o reduzido nimero de participantes no

estudo.

Estudos realizados no mesmo pais, constantes na Tabela 2, apresentaram frequéncias
alélicas diferentes, como ¢ o caso da Suécia, da Bélgica e da Hungria. No entanto, o
numero de participantes envolvidos nos estudos e o ano de realizacdo dos mesmos sdo
diferentes. Estas circunstancias poderdo justificar os resultados obtidos. Porém, ao
serem analisados os dois estudos realizados em Portugal, com mais de 10 anos de
diferenca e com niimero de participantes dispares, encontrou-se uma frequéncia alélica
semelhante. Todavia, os dois estudos Portugueses foram realizados em regides
proximas, ambas no norte do pais, enquanto que os estudos Suecos variam 4° de
latitude. Dois dos trés estudos realizados na Suécia referenciam a mesma cidade — Umea

— e os seus resultados ndo sdo semelhantes. Algo idéntico ¢ o caso da Bélgica, os
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estudos referenciam duas cidades com a mesma latitude e expdem resultados bastante
diferentes. Embora os locais de realizagdo destes estudos apresentem latitudes
semelhantes, os participantes podem ser oriundos de outros locais, ou até pertencer a
comunidades fechadas, como ¢ o caso dos estudos realizados na Hungria. A pesquisa

realizada em Miskolc incluiu apenas individuos de etnia cigana.

A Franga ¢ também alvo de dois estudos que mostraram diferengas relevantes entre as
frequéncias alélicas no mesmo pais dependendo da regido analisada. As regides em
estudo foram Brest, localizada na costa atlantica no norte de Franca e Corsega, uma ilha
mediterranica. A primeira registou uma frequéncia alélica de 0,135, enquanto que a
Corsega registou o valor mais baixo de toda a Europa, nesta pesquisa, 0,009. Isto sugere
que a localizagdo geografica tem grande influéncia dentro do mesmo pais, pois
enquanto que Brest era facilmente alcancavel pelos Vikings, a Corsega, por estar no
norte do mediterraneo, era um porto de dificil acesso a estes navegadores. A

desertificagdo pode ter contribuido para aumentar o desinteresse dos Vikings nesta ilha.
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V1. CONCLUSAO

Apos discussdo dos resultados deste trabalho — cujo objectivo geral foi o estudo de
mecanismos inatos de resisténcia a infecgdes virais, o qual se subdividiu nos seguintes
objectivos especificos: reunido de literatura; identificagdo dos mecanismos de
resisténcia mais frequentes; estudo da prevaléncia da mutacdo do alelo A32 do co-
receptor CCR5 numa populagdo portuguesa com mais de 65 anos de idade; comparacao

da prevaléncia da mutacdo em varias populacdes Europeias — pdde concluir-se que:

O método de pesquisa forneceu ferramentas de suporte a obtengdo da bibliografia

necessaria a este trabalho.

Apds a analise dos artigos cientificos seleccionados, foi possivel identificar e
compreender mecanismos de resisténcia inata ao HIV e ao Flavivirus. Quanto ao
Herpesvirus e ao Influenza virus foram identificados determinados loci que poderao
influenciar a susceptibilidade a estes virus, ndo existindo, no entanto, dados conclusivos
acerca desta matéria. Relativamente ao virus da Variola Humana ndo foi encontrado,
nesta pesquisa, qualquer registo de mecanismos inatos de resisténcia do hospedeiro a

este virus.

No estudo da mutagdo CCRS A32, numa populagdo do norte de Portugal com mais de
65 anos de idade, verificou-se que 10,6% da amostra analisada era portadora da
muta¢do em heterozigotia e apurou-se ainda a associag@o estatisticamente significativa
entre a exibicdo da mutagdo e a sobrevivéncia a gripe asiatica (p= 0,031) e o habito

tabagico (p= 0,024).

A comparacdo da frequéncia alélica obtida neste estudo com frequéncias encontradas
noutras pesquisas confirmou o decréscimo sofrido pela mutacdo de norte para sul da

Europa.
Posto isto pode afirmar-se que os objectivos propostos foram alcangados.

Dos mecanismos apresentados, aquele que ¢ responsavel pela resisténcia inata ao HIV
mostrou ser o mais profundamente conhecido, no entanto Portugal carece de passado
cientifico histdrico conhecido acerca desta tematica, o presente estudo podera servir de
suporte para estudos futuros que visem aprofundar a matéria e formular hipdteses de

utilizacdo da mutagdo na prevencdo/tratamento desta infeccdo viral como foi
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recentemente proposto, por investigadores alemaes, que utilizaram a transplantagcdo de

células estaminais de um dador homozigo6tico para a mutagao.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Tabela que contém informacao acerca de todos os artigos analisados

Anexo 2. Inquérito realizado aos participantes
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