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Gargarismo para identificar polimorfismo genético del correceptor
CCR5
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El material genético se obtiene comunmente a partir de muestras de sangre
necesario en los estudios de polimorfismo del genoma humano. Sin embargo, la
técnica de extraccién tiene como inconvenientes que produce dolor, no esta exenta

del riesgo de infeccion, en ocasiones puede ser dificil canalizar la vena y para
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algunos individuos resulta intolerable ver la sangre, todo lo cual suele provocar
rechazo a este proceder. Ademas, en general las personas aparentemente sanas
ofrecen resistencia a la venopuncion debido a que subvaloran la importancia de las
pruebas clinicas de laboratorio. Por ultimo, hay que considerar el rechazo
practicamente unanime de los pacientes pediatricos a este proceder.() Por todo lo
anterior, una metodologia de toma de muestra que evite estos inconvenientes seria
de gran utilidad.

Una alternativa viable para la obtencion de muestras de material genético de los
pacientes podria ser el gargarismo. En tal sentido, se debe considerar que las
células de la cavidad bucal se pueden colectar a través de un proceder facil de
realizar, no invasivo, ni traumatico. Es importante senalar que el gargarismo se ha
utilizado en afios recientes para el diagndstico de patégenos oportunistas.?® Sin
embargo, en las busquedas realizadas en la literatura cientifica, no hemos
encontrado trabajos que empleen este procedimiento para identificar polimorfismo
genético en el genoma humano.

El receptor 5 de quimiocina C-C (CCR5) pertenece a la familia de los receptores
acoplados a proteina G expresado sobre la superficie de monocitos, células Ty
macrofagos. La expresion diferencial del gen ccr5 se relaciona con la
susceptibilidad/resistencia en una amplia gama de enfermedades virales (Virus de
Inmunodeficiencia Humana, Hepatitis B y C, Virus del Nilo Occidental, entre otras).
Dicho gen se ubica en el brazo corto (p.21) del cromosoma 3. La variante ccr543%/432
produce una proteina truncada que disminuye significativamente la expresion del
receptor.® Recientemente, se ha demostrado en modelos de ratones de laboratorio
y en linfocitos T CD4+ aislados de individuos con la mutacién ccr5%4%2 que estos
producen menos citoquinas y anticuerpos de alta afinidad en respuesta a una

segunda exposicion al antigeno, lo que sugiere una memoria deficiente para la
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proteccion a largo plazo.® Considerando lo referido anteriormente, es importante
el estudio de los polimorfismo genéticos de esta molécula.

En la actual investigacion se realizé un estudio de corte transversal con el objetivo
de describir el polimorfismo genético del correceptor CCR5. Para ello, se tuvo en
cuenta el trabajo de Juliano JJ y cols. quienes usaron una metodologia similar para
diagnosticar la infeccién por Pneumocystis jirovecii® Las muestras fueron
obtenidas por gargarismo de dos grupos de 50 individuos cada uno. Se emplearon
Tubos Falcon de 50 mL estériles a los cuales se les adicioné 25 mL de solucién
salina (NaCl 0.9 %) con lo cual cada paciente realizé gargaras por al menos 60
segundos. La muestra colectada inmediatamente se colocd en hielo y se
transporto al laboratorio hasta su posterior analisis.®

En el grupo 1 se incluyeron todos los individuos ingresados en el Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) en el periodo de enero — abril de 2019. En el
grupo 2 se estudid el personal sanitario (médicos, enfermeros, estudiantes,
maestrantes, secretarias de sala, residentes, internos, etc) que laboraban en el
Instituto en ese periodo.

La determinacion del polimorfismo del gen ccr5 se realizé mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Se utilizé como secuencia diana el fragmento de
172 pb del gen ccr5 segun lo descrito por Veloso y cols.® El estudio se realizé de
conformidad con la Declaracién de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial para
las investigaciones médicas en seres humanos. Ademas, fue aprobado por el
comité de ética del IPK y los voluntarios participantes dieron su consentimiento
escrito para participar en el mismo.

La caracterizacion sociodemografica arrojé que el mayor porcentaje de individuos
del grupo 1 se encontré entre el rango de edad de 30 a 39 afos (40 %), con

predominio de los hombres (72,0 %) y los individuos de piel blanca (48,0 %). El grupo
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2 conto con individuos entre el rango de edad 20 a 29 afios (36,0 %), con predominio
de las mujeres (74,0 %) y los individuos de piel blanca (52,0 %).

En el grupo 1 la mutacién heterocigética ccr5*/432 se identifico en un paciente (2 %).
En el grupo 2, cuatro individuos presentaban la mutacion (8,0 %). No se detecté el
genotipo homocigdtico ccr543/432 en el estudio.

De las 100 muestras analizadas mediante la técnica de gargarismo, en 91 se
obtuvo amplificacion (91,0 %) del gen ccr5. De las nueve muestras que no
amplificaron el material genético, ocho correspondian al grupo 1 y una al grupo 2.
Lo anterior pudo deberse a una pobre recogida de la muestra, poca celularidad del
paciente o el incumplimiento de los requisitos necesarios para la correcta toma de
la misma en los pacientes ingresados. Tomando en cuenta las condiciones clinicas
de los mismos esto es ldgico, y este resultado apunta a que un deterioro en la
condicién clinica puede influir negativamente. No obstante, el 90 % de éxito
obtenido indica que la metodologia puede usarse aun en estos casos quedando
como alternativa la extraccion de sangre como segunda opcién. Sin embargo, se
aprecia que en pacientes sanos que cooperan en la realizaciéon de la toma de
muestra la efectividad es practicamente del 100 %.

Se debe mencionar que la técnica per se, asi como las condiciones para la
obtencidén y almacenamiento de la muestra son aspectos importantes a considerar
para tener éxito. Con respecto a la técnica, se debe tener en cuenta que una
incorrecta realizacion de la misma y el incumplimiento de los requisitos para su
ejecucién pueden dificultar la amplificacion del material genético. Por ejemplo, el
lavado de la boca y desayuno previo a la toma de la muestra, asi como la
profundidad del gargarismo pueden afectar la calidad de la muestra obtenida.®
Esta investigacion preliminar sugiere la posibilidad y utilidad del uso de los
gargarismos para el estudio de los polimorfismos genéticos del genoma humano

en la serie analizada. Una de las ventajas mas importantes de esta metodologia es
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que se puede emplear para la toma de muestra de poblaciones de mayor tamano y
de modo simultaneo para lo cual se requiere poca capacitacion del personal.

Por ultimo, es importante sefnalar que el conocimiento del polimorfismo genético
del correceptor CCR5 a nivel poblacional podria convertirse en una herramienta que
ayude a decidir cuales estrategias son las mas adecuadas para el control de varias

enfermedades infecciosas.®
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