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A doenca renal crénica (DRC) é um sério problema de saude publica e esta
comumente relacionada com processos inflamatérios que geram o aumento na
quantidade de leucdcitos, expressdo de diversas quimiocinas e seus receptores. O
objetivo deste estudo é realizar a genotipagem do receptor de quimiocina (CCR5)
nos pacientes acometidos pela Doenca Renal Cronica (DRC), provenientes dos
centros de dialise de Maringa — PR e regido. Dos 43 pacientes 69,8% (30/43) eram
do género masculino e 30,2% (13/43) do género feminino. A analise mostrou um
perfil genotipico de 90% (27/30) de amostras do género masculino apresentando
receptores homozigotos selvagens CCR5/CCR5, e 92,3% (12/13) do género
feminino para a mesma condi¢do. O género masculino representou 10% (3/30), para
heterozigose CCR5A32, e 7,7% (1/13) das amostras de género feminino com o
mesmo genotipo. O gendtipo da delegdo (A32/A32) se mostrou ausente nos
pacientes analisados neste estudo. Os receptores de quimiocina exercem
importantes funcbes no delineamento de inumeras doencas inflamatérias e
infecciosas. Esse parametro associado a outros marcadores quimicos podera
auxiliar na melhor selecdo, doador e receptor para um possivel transplante,
contribuindo para a melhoria da taxa de sobrevida dos acometidos pela DRC.
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Introducéo

A Doenca renal cronica (DRC) é consideravelmente um dos principais problemas de
saude publica no Brasil e vem aumentando significativamente em todo o mundo,
consistindo-se na perda progressiva e irreversivel da funcdo renal, chegando a um
estagio critico para a sobrevida do paciente (SCHETTINO, 2006). A Sociedade
Brasileira de Nefrologia (SBN) estimou em 2013 que 100.397 pacientes estdo em
tratamento dialitico em 658 unidades de dialise no pais, sendo 84% pertencentes ao
sistema unico de saude (SUS). A DRC contribui para o desenvolvimento do quadro
inflamatdrio, caracterizado por um aumento seletivo de diversos subgrupos de
leucécitos, sendo um processo controlado pela expressdo de algumas quimiocinas
(SIDOTI et al. 2005). As quimiocinas sao citocinas que apresentam papel central na
fisiologia leucocitaria ao controlar o trafego basal e inflamatoério. As duas principais
familias sdo as CC ou CCR quimiocinas, com residuos de cisteina adjacentes, e
familia CXC, em que estes residuos sdo separados por um aminodacido. Diferentes
processos inflamatoérios séo caracterizados de formas distintas (ABBAS; LICHTMAN
2003). O tipo de infiltrado inflamatdrio € controlado, em parte, por um ou mais grupos
de citocinas expresso no tecido afetado (CHOLLET-MARTIN et al. 1996; DEAN et al.
1993). O receptor de quimiocinas CCR5, pertence a familia CC (3-quimiocinas),
apresenta sete dominios transmenbrana hidrofébicos e exerce sua atividade via
proteina G. Liga-se as quimiocinas RANTES (CCL5), MIP-1a (CCL3) e MIP-1R
(CCL4), (PANZER et al. 2005) e é codificado pelo locus CMBKR5 localizado no
cromossomo 3p21(OLIVEIRA 2006), envolvido na quimiotaxia de leucdcitos para os
sitios de inflamacdo (MILLER, YARON, YELLIN 1998) além do recrutamento de
macrofagos, mondcitos e células T na inflamag¢do sendo normalmente expresso em
linfécitos T e células dendriticas, dirigindo a resposta imune preferencialmente para
células T helper (Thl) (SMYTH, GODFREY 2000; OLIVEIRA, 2006). Uma variacéo
polimérfica do gene do receptor CCRS5 foi identificada, a qual consiste na delecéo de
32 pares de base, sendo denominado de CCR5A32 (LIU et al. 2005). Esta variante
resulta em uma forma nédo funcional de receptor, impedindo a sua interacdo com
suas quimiocinas ligantes, além disso, esta associada entre muitas doencas com
efeito de protecdo (YANG et al. 2005). A delecdo do gene CCR5A32 esta
frequentemente relacionada a resisténcia a infeccéo pelo HIV (ZUNIGA et al. 2003;
LIU et al. 2005), e esta associada a protecdo contra algumas doencas como
esclerose multipla (KAIMEN-MACIEL et al. 2007), sindrome de Léfgren (SPAGNOLO
et al. 2008), asma, artrite reumatoide (LEE HO et al. 2012), e em contra partida
pode haver um aumento do risco de desenvolver Lupus Eritematoso Sistémico (LES)
(BORCHERS et al. 2009). Andlises in vitro de mondcitos de portadores CCR5A32
demonstraram uma reduzida resposta quimiotatica aos ligantes do CCR5 (PANZER
et al. 2005). As citocinas e quimiocinas estdo envolvidas em mediadores
relacionados com a produgéo de células T helper (Thl) e (Th2) no transplante renal,
principalmente na etapa de inducdo da resposta inflamatéria, as células
apresentadoras de antigenos, linfocitos T ativados e células natural killers (NK), na
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presenca de IL-12, IL-18 e fator de necrose tumoral alfa (TNFalfa) levam ao aumento
de producéo de células Thl (CARDONI et al. 2005). Os receptores de quimiciocinas
incluindo os polimorfismos CCR e suas variaveis se relacionam com uma série de
doencas inflamatdrias e infecciosas, e a pesquisa insiste em desvendar essas
relacbes para viabilizar solu¢des terapéuticas para os acometidos. Deste modo, o
objetivo deste trabalho é realizar a genotipagem do receptor de quimiocina (CCR5)
nos pacientes com Doenca Renal Cronica (DRC), provenientes dos centros de
didlise de Maringa — PR e regiao.

Materiais e Métodos

Caracterizacao e populacéo do estudo:
A casuistica foi constituida de 43 amostras de pacientes adultos submetidos a
tratamento dialitico em centros de dialise de Maringa — PR e regido.

Coleta das amostras:

As amostras foram coletadas nos centros de dialise de Maringa - PR, constituidas
de 10ml de sangue periférico, em tubos contendo anticoagulante EDTA, por meio
de agulhas e seringas descartaveis. Os tubos contendo as amostras foram
armazenados em freezer 4 -80°C até o momento de uso.

Extracdo do DNA:
A metodologia da extracdo de DNA foi realizada através do Kit de extracdo Biopur®
(Biometrix Diagndstica Ltda.) seguindo instru¢ces de uso do fabricante.

Genotipagem:

A genotipagem do receptor de quimiocina CCR5 foi realizada pela técnica da reagéo
em cadeia da polimerase PCR - SSP, utilizando primers especificos para 0CCR5,
sendo primer sense: 5 ‘ACC TCT AGA AAC AAA GAA 3’ e anti-sense: 5 ‘GAT GGT
CAT GAT GAA AAG CCT CA 3. Desta forma foram detectados os produtos de 225
pares de bases (pb) para o alelo normal e 193 pb para o alelo queapresenta a
delecao de 32 pb.

Discussao de Resultados

Clark (2004) descreve que o gene CCR5 esta localizado no bragco curto do
cromossomo 3p21, e o polimorfismo para os genes CCR5-59029 A/G e CCR5A32
tem sido relacionados com varias doencas infecciosas, doencgas autoimune, doencas
alérgicas, doenga renal crbnica e transplantes de 6rgdos (Ran Rui et al. 2009).
Dentre as 43 amostras de pacientes analisadas neste estudo, constam 69,8%
(30/43) amostras do género masculino e 30,2% (13/43) do género feminino. A
analise mostrou um perfil genotipico de 90% (27/30) de amostras do género
masculino apresentando receptores homozigotos selvagens CCR5/CCR5, e 92,3%
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(12/13) do género feminino para a mesma condicdo. Das amostras do género
masculino, 10% (3/30) foram identificadas sendo heterozigotos CCR5A32, para 7,7%
(1/13) das amostras do género feminino com o mesmo gendtipo. O gendtipo da
delecdo (A32/A32) ndo foi encontrado nos pacientes analisados neste estudo.
Segundo Boldt (2009), no Brasil, h4 uma frequéncia entre 3,8% a 9,3% em
eurodescendentes e de 0,8 a 5,6% em afrodescendentes para o polimorfismo
CCR5A32. Ran-Hui e colaboradores (2009) em estudo realizado com 243 pacientes
transplantados na Coréia, também ndo encontraram a variante homozigoética
(A32/A32) devido a raridade do gene. Gomes (2009) conduziu um estudo parecido
gue mostra a mesma relacdo em pacientes com HIV, cuja mutacdo da delecao de
CCR5A32 em homozigose pode reduzir o risco de infecgdo pelo HIV, o qual ndo
observou qualquer problema de saude nestes individuos, o que sugere que a funcao
normal do receptor CCR5 € dispensavel, talvez por ser compensada pela funcdo de
outro receptor de quimiocinas com uma distribuicdo leucocitaria semelhante. Sheibel
(2006) para teve as mesmas conclusGes para artrite reumatoide, cuja presenca do
alelo para a delecdo CCR5A32 em homozigose, causaria uma doenga menos
destrutiva. Muntinghe e colaboradores (2012) realizaram um estudo envolvendo 603
pacientes em dialise, e a supressdo do gene do receptor de quimiocina CCR5 num
periodo de cinco anos, e revelaram que dos 170 pacientes que morreram dentro de
cinco anos de seguimento do trabalho, 140 pacientes ndo eram portadores do
polimorfismo CCR5A32 e 30 pacientes eram portadores do polimorfismo. Seus
resultados sugerem que a deficiéncia do alelo CCR5A32 em homozigotos aumenta o
efeito adverso ocasionado por um estado inflamatorio persistente que pode levar a
morte pacientes com insuficiéncia renal cronica (IRC). Os mesmos autores também
apresentaram os primeiros dados humanos correlacionando o equilibrio Th1/Th2, e
afirmam uma dependéncia desse equilibrio relacionado ao gendtipo CCR5A32 em
pacientes com insuficiéncia renal crénica. As células TCD4+ e TCD8+ estimuladas
em pacientes com um ou dois alelos (CCR5A32) mostram um aumento da base
fenotipica para Th2 no perfil de citocinas intracelulares. Devido & complexidade, o
presente estudo teve as seguintes limitacdes: néo foi possivel obter as etnias das
amostras dos pacientes em estudo, € preciso checar nos centros de dialise para
obter esses dados, esta meta esta prevista para os meses finais de entrega dos
resultados. O mesmo sera feito para a idade dos pacientes.

Conclusdes

Dentre a analise feita, foi possivel definir que o0s receptores com genotipo
homozigoto selvagens no género masculino (CCR5/CCR5) e para a variante
CCR5A32 foram predominantes. Os receptores de quimiocinas exercem importantes
funcbes no delineamento de inUmeras doencas inflamatorias e infecciosas. Esse
parametro associado a outros marcadores quimicos podera auxiliar na melhor
selecdo, doador e receptor para um possivel transplante, contribuindo para a
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melhoria da taxa de sobrevida dos acometidos pela DRC. Contudo, pretende-se dar
continuidade ao trabalho, tendo em vista a importancia de sua aplicabilidade na
terapéutica da doenca renal cronica.
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