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RESUMO

A infeccdo pelo HIV caracteriza-se principalmente pela destruicdo persistente de
células T CD4, o que leva a progressdo para AIDS e aumenta o risco de
morbimortalidade. Fatores genéticos ja foram apontados como moduladores do
sistema imunolégico, uma vez que a dopamina desempenha papel na
imunorregulacdo; portanto, polimorfismos em receptores dopaminérgicos e no
transportador de dopamina poderiam explicar, em parte, a falha ou a recuperacéo
imune em individuos infectados pelo HIV. Por meio da analise de 417 prontuarios,
avaliou-se a influéncia de fatores clinicos, epidemiologicos e genéticos na contagem
de células T CD4. No estudo de associa¢ao, o tempo de tratamento foi a Unica variavel
preditora de recuperacdo imunolégica (15 céls/uL/ano). Individuos em uso do
esquema AZT/3TC/EFZ apresentaram reducdo média de 72 céls/uL na contagem
anual de células T CD4 em comparacdo a outros esquemas terapéuticos. Homens
tiveram contagem meédia 62 céls/uL menor que mulheres ao longo do ano. A idade
avancada ao diagnéstico impactou negativamente a recuperacdo imune, com reducao
média de 30 céls/pL ao ano. O inicio da terapia com contagem de T CD4 < 200 céls/uL
comprometeu a recuperacao para > 500 céls/uL em sete anos de tratamento. Cada
aumento de log10 na carga viral associou-se a reducao média de 61 céls/uL de T CD4
ao ano, sendo que homens apresentaram maior dificuldade em alcancar supressao
viral que mulheres (6,66 vs 6,34 cépias/uL/log10) no primeiro ano de terapia. Este
estudo é pioneiro ao avaliar a associacdo entre polimorfismos do sistema
dopaminérgico e a recuperacdo de células T CD4 em pessoas com HIV; néo foi
observada associacdo significativa dos polimorfismos DRD2: rs1800497, DRD3:
rs6280, DRD4: rs1800955 e SLC6A3: rs27072 com a recupera¢do imunoldgica.
Conclui-se que individuos com carga viral elevada, sexo masculino, idade avancada
ao diagnéstico e tratamento com AZT/3TC/EFZ apresentam maior risco de falha na

reconstituicdo de células T CDA4.

Palavras-chave: Estudo de associacdo; linfocito T CD4; farmacogenética;
polimorfismo genético; HIV/AIDS.



ABSTRACT

HIV infection is primarily characterized by the persistent destruction of CD4 T cells,
leading to AIDS progression and increased risk of morbidity and mortality. Genetic
factors have been identified as modulators of the immune system, as dopamine plays
a role in immunoregulation; thus, polymorphisms in dopamine receptors and the
dopamine transporter may partly explain immune failure or recovery in individuals with
HIV. Through the analysis of 417 medical records, the influence of clinical,
epidemiological, and genetic factors on CD4 T cell counts was evaluated. In the
association study, treatment duration was the only predictor of immune recovery (15
cells/uL/year). Individuals receiving the AZT/3TC/EFZ regimen showed an average
annual reduction of 72 cells/pL in CD4 T cell counts compared to other regimens. Male
participants had an average of 62 cells/uL fewer than females over the year. Advanced
age at diagnosis negatively affected immune recovery, with an average reduction of
30 cells/pL per year. Initiating therapy with a CD4 T cell count < 200 cells/pL impaired
recovery to > 500 cells/uL over seven years of treatment. Each log10 increase in viral
load was associated with an average reduction of 61 cells/uL of CD4 T cells per year,
and males had more difficulty achieving viral suppression than females (6.66 vs 6.34
copies/uL/logl0) in the first year of therapy. This study is the first to evaluate the
association between dopaminergic system polymorphisms and CD4 T cell recovery in
people living with HIV; no significant association was observed for the polymorphisms
DRD2: rs1800497, DRD3: rs6280, DRD4: rs1800955, and SLC6A3: rs27072 with
immune recovery. We conclude that individuals with high viral load, male sex,
advanced age at diagnosis, and treatment with AZT/3TC/EFZ are more likely to
experience failure in CD4 T cell reconstitution.

Keywords: Association study; CD4 T lymphocyte; pharmacogenetics; genetic
polymorphism; HIV/AIDS.
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DELINEAMENTO DA TESE

A tese esta constituida por uma introducdo geral, seguida por dois capitulos
abordando a linha de pesquisa desenvolvida durante o doutorado. Esta subdividida
da seguinte maneira:

Capitulo 1:

Corresponde a um artigo de revisao sistematica intitulado: Human genetic variance as

predictor of CD4 cell recovery on HIV-infected individuals: a systematic review.

Capitulo 2:

Corresponde ao estudo primario deste trabalho intitulado: Clinical and epidemiological
factors may predict T CD4 count, but no dopaminergic genetic polymorphisms, in
people living with HIV in Barreiras, Brazil.
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1. INTRODUCAO
Visao geral e relevancia do trabalho

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) constitui um dos maiores desafios
para a saude publica global, tendo infectado mais de 75 milhdes de pessoas em todo
o mundo. Até o final de 2019, aproximadamente 38 milhdes de individuos viviam com
HIV (UNAIDS, 2020).A principal caracteristica da infeccdo pelo HIV é a destruicédo
persistente de células T CD4, mediada pelo seu eficiente ciclo replicativo, que se
dissemina pelos o6rgdos linfoides, estabelecendo reservatdrios virais latentes no
hospedeiro (Yang et al., 2020). Desde a fase aguda da infeccdo (0 a 9 semanas),
observa-se reducdo na contagem de células T CD4, o que culmina em
imunodeficiéncia, predispde ao desenvolvimento de infec¢des oportunistas e aumenta
a morbimortalidade relacionada a AIDS e condi¢Bes ndo-AIDS (Gomez-Mora et al.,
2017a; Khazaei et al., 2017; Serrano-Villar et al., 2014).

Ha mais de trés décadas, o primeiro antirretroviral, zidovudina (AZT ou ZDV),
um inibidor nucleosideo da transcriptase reversa (INTR), foi introduzido no manejo
clinico de individuos infectados, com o objetivo de conter a replicacéo viral e impedir
a progressao clinica da doenca (Veloso Carvalho-Silva et al., 2020). Entretanto, a
complexidade posoldgica, o numero de comprimidos e a toxicidade favoreceram a nao
adesdao ao tratamento, resultando em falha na supresséao viral (Tseng; Seet; Phillips,
2015).

Além disso, erros na replicacdo viral decorrentes de falhas da transcriptase
reversa ou da RNA polimerase Il, bem como a edicdo mediada por enzimas
APOBECS3G, podem gerar mutacfes de resisténcia multipla (Adolph; Ara; Chelico,
2019; Tiwari, 2013).

Nos anos 1990, a introducéo de inibidores de protease (IP) e de inibidores né&o
nucleosideos da transcriptase reversa (INNTR) revolucionou o manejo clinico de
pacientes com HIV (Tseng; Seet; Phillips, 2015). No Brasil, a terapia antirretroviral foi
incorporada ao sistema de saude em 1996, utilizando esquemas terapéuticos
combinados para promover supressao viral satisfatoria e recuperacédo de células T
CD4 (Ministério Da Saude, 2017). Em 2018, trinta antirretrovirais pertencentes a seis
classes distintas estavam aprovados nos Estados Unidos (Panel on Antiretroviral
Guidelines for Adults and Adolescents, 2018a), ampliando as opc¢fes terapéuticas e

permitindo esquemas menos toxicos, favorecendo a adesdo ao tratamento (Pau;
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George, 2014). Apesar dessa disponibilidade, ainda ocorrem interrupcbes ou
descontinuacdes do tratamento, levando a recuperacéao viral e progressao da doenca
devido a persisténcia do virus em células reservatério (Churchill et al., 2015).

De modo geral, a maioria dos individuos em regime continuo de terapia
antirretroviral apresenta supressao viral satisfatoria e recuperacao gradual de células
T CD4. Entretanto, entre 10% e 40% dos infectados ndo alcancam a normalizacao
dessas células, mesmo sob supresséo viral continua (Kroeze et al., 2018; Yang et al.,
2020). Esses individuos, denominados nao-respondedores imunoldgicos, enfrentam
maior risco de morbimortalidade, sendo diversos fatores, como sexo, contagem de T
CD4 nadir, senescéncia celular e alta carga viral, potencialmente determinantes na
recuperacgdo imunoldgica (Kelly et al., 2016).

Atualmente, ndo ha consenso mundial sobre a definicdo de falha imune, o que
dificulta 0 manejo clinico e a elaboracdo de estratégias eficazes de reconstituicao
imunologica (Yang et al., 2020; Yong et al., 2016). A progressdao do HIV/AIDS é
altamente variavel e influenciada por fatores genéticos, ambientais, virologico e
imunolégico (Haynes; Pantaleo; Fauci, 1996), demonstrando que caracteristicas
clinicas, epidemioldgicas e genéticas individuais podem impactar a recuperacao de
células T CD4 (Dessie et al., 2020).

Estudos anteriores indicam que o neurotransmissor dopamina exerce influéncia
consideravel sobre o sistema imune, contribuindo para a producao de células imunes
inatas e adaptativas e desempenhando papel central na homeostasia imunolégica
(Cosentino; Marino, 2013). Receptores dopaminérgicos e o transportador de
dopamina (DAT) estdo expressos em varias células imunes, incluindo linfocitos T CD4
helpers e naive, células T de memdria, linfocitos T CD8 citotoxicos, células NK,
dendriticas, mondcitos, macrofagos, microglia e neutréfilos (Cosentino et al., 2007). A
dopamina pode modular funcdes de células T, promovendo ativacdo de linfocitos T
efetores em baixas concentracdes e induzindo apoptose linfocitaria ao suprimir células
T regulatorias (Levite; Marino; Cosentino, 2017).

Determinados polimorfismos genéticos tém sido associados a reconstituicéo
imunoldgica em individuos com HIV. A variabilidade genética pode influenciar a
cinética de células T CD4 e a resposta ao tratamento, justificando diferentes padrées
de recuperacdo, mesmo sob terapia antirretroviral continua, e representando fator
preditivo de imunossupressao e coinfeccbes (Vidal et al., 2014). Diante disso,

considerando que a dopamina interfere na homeostase imunoldgica e na producéo de



21

linfécitos T, investigar polimorfismos em genes de receptores dopaminérgicos (DRD2:
rs1800497; DRD3: rs6280; DRD4: rs1800955) e no transportador de dopamina
(SLC6A3: rs27072) tornou-se relevante para compreender seu papel na reconstituicao
de células T CDA4.

Além disso, analisar a variabilidade clinica, epidemiolégica e genética de
individuos vivendo com HIV/AIDS € essencial para o desenvolvimento de estratégias
de tratamento individualizado, capazes de otimizar a supresséo viral, melhorar a

recuperacédo de células T CD4 e favorecer a adesao ao tratamento.
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1.1 Virus da Imunodeficiéncia Humana - HIV

Desde os anos 80 as formas de propagacao do HIV foram delineadas por meio:
da transmissdo entre méae-feto-crianca seja no Utero, parto e amamentagao; sexo
entre homens (MSM); injecdes intravenosas entre usuarios de farmacos; transfusées
de sangue e derivados contaminados; contaminacao acidental entre profissionais da
saude e transplante de 6rgdos (Halkitis; Kapadia; Ompad, 2015). Entretanto a rapida
expansao do virus em todo o globo neste periodo foi devido ao contato sexual sem
protecdo com multiplos parceiros, contribuindo significativamente ao aumento no
namero de individuos infectados (Maartens; Celum; Lewin, 2014).

O HIV-I pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e género
Lentivirus, € transmitido principalmente através da relacdo sexual desprotegida e
varios fatores estdo envolvidos no sucesso da transmissdo e infeccdo. O HIV se
apresenta em duas formas: o tipo | recorrente na maioria da populacao infectada e de
maior viruléncia e o tipo Il frequentemente encontrado no oeste da Africa e de menor
patogenicidade (Pereira; Costa, 2016). O HIV é um virus envelopado por uma dupla
camada de fosfolipidios derivado da célula hospedeira, incluindo proteinas de
membrana que tem por fungéo a sintetizacdo de DNA a partir de seu RNA viral (Freed,
2015).

O HIV tem por afinidade células que expressam o receptor T CD4 e os
correceptores CCR5 e CXCR4, tais como: linfécitos T CD4, mondcitos e macrofagos
presentes no baco, figado, cérebro, pulmdo e medula 6ssea, assim como células
dendriticas localizadas em centros germinais linféides como vagina, amigdalas e reto.
O ciclo replicativo € iniciado com a interag¢do do virus com os receptores de uma célula
suscetivel e permissiva, com consequente ataque a células do sistema imune de seu
hospedeiro (Lucas; Nelson, 2015).

O ciclo replicativo do HIV (Figura 1) pode ser descrito em seis etapas: ligacao
e penetracdo na célula alvo, desnudamento, retrotranscricéo, integracao, sintese e
montagem, e, por fim, brotamento e maturacdo (Gill, Hassan; Ahemad, 2019). O
processo inicia-se com a ligacao da proteina de superficie viral gp120 ao receptor CD4
presente em linfécitos T do hospedeiro, provocando uma alteragdo conformacional
gue expde a proteina viral gp41, responsavel pela fusdo com os correceptores CCR5
e/ou CXCR4 da ceélula hospedeira, permitindo a entrada do virus (Rodger et al., 2019;
Van Zyl; Bale; Kearney, 2018).
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A infeccdo celular primaria apresenta predilecdo pelo correceptor CCR5,
predominante em macrofagos e células dendriticas, enquanto a replicacdo viral
subsequente ocorre preferencialmente via correceptor CXCR4, expresso em linfocitos
T CD4 (Grande et al.,, 2019). No citoplasma, o capsideo sofre o desnudamento
liberando as duas fitas de RNA viral e suas proteinas, necessarias a replicacao e
integracdo. A transcriptase reversa executa a retrotranscri¢cao, primeiro inicia a sintese
de um DNA de fita simples e posteriormente utilizando-o como fita molde para
sintetizar o DNA de fita dupla (dsDNA) (Gill; Hassan; Ahemad, 2019). O dsDNA viral
é transportado para o ndcleo celular na qual a integrase atua na insercdo do dsDNA
viral ao genoma do hospedeiro. No meio celular o provirus comanda a sintese do seu
RNA e suas proteinas, necessarios para a montagem de novas particulas virais. No
meio extracelular, as particulas virais sdo imaturas e nao infecciosas até que a acéo
da protease se inicie, ela atua na clivagem dos polipeptidios gal-pol tornando-os
maduros e infecciosos prontos para o ciclo replicativo (Pau; George, 2014).

No estagio inicial da infeccdo, o HIV progride rapidamente devido ao seu
eficiente ciclo replicativo. Por sua afinidade por linfocitos T CD4, observa-se uma
reducdo abrupta dessas células jA nas primeiras semanas apos a infeccdo. Os
linfécitos T CD4 desempenham papel central na defesa imunoldgica contra antigenos
patogénicos, e qualquer comprometimento dessa funcéo aumenta o risco de infec¢des
oportunistas (Pereira; Costa, 2016).

Em individuos nao tratados, a infeccdo pelo HIV pode evoluir para AIDS,
caracterizada por imunodeficiéncia grave, definida por contagem de células T CD4
inferior a 200 céls/uL ou pela presenca de doenca oportunista indicativa de AIDS. O
periodo médio de progressao para AIDS em pacientes nao tratados €é de
aproximadamente 10 anos (Capriotti, 2018).
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Figura 1.Ciclo replicativo do HIV. O virus entra na célula hospedeira por meio das proteinas gp120 e
gp41, utilizando os correceptores CCR5 ou CXCR4. Uma vez dentro da célula, o HIV converte seu RNA
viral de fita simples em DNA viral de fita dupla através da transcriptase reversa, permitindo que o DNA
viral seja integrado ao genoma do hospedeiro por meio da integrase no nucleo. Apds a integracao, o
HIV utiliza a maquinaria da célula T CD4 para transcrever o0 mRNA viral, que é exportado para o
citoplasma, onde ocorre a traducdo e sintese das poliproteinas virais. O novo RNA viral e as
poliproteinas migram para a superficie celular, formando particulas imaturas do HIV. A protease viral
entdo cliva essas poliproteinas em proteinas estruturais e funcionais, conferindo maturidade ao virus e
possibilitando a infec¢@o de novas células. Adaptado de (Rodrigues, 2017).

1.2Epidemiologia do HIV

O HIV é considerado um dos maiores desafios da saude publica, constituindo
um fendmeno global, dinAmico e instavel. Por muitos anos, a infeccédo apresentou um
padrdao epidemioldgico restrito a grupos historicamente rotulados como de “maior
risco”, como usuarios de drogas injetaveis, individuos em carcere, profissionais do
sexo e homens que fazem sexo com homens (Deeks et al., 2015). Entretanto, ao longo
das décadas, esse perfil sofreu significativa transformacdo epidemiolégica e
demogréfica. A doenca, antes concentrada em grandes centros urbanos e em
populacdes especificas, passou pelo processo de heterossexualizacdo, que resultou
no aumento da infeccdo entre mulheres, na interiorizagdo da epidemia e na maior
ocorréncia entre populagdes em situacdo de vulnerabilidade socioeconémica (Brito;
Castilho; Szwarcwald, 2001; UNAIDS, 2020). Até o final de 2019, aproximadamente
25,4 milhdes de pessoas tinham acesso a terapia antirretroviral (UNAIDS, 2020).

Mais de trés décadas ap0Os o aparecimento dos primeiros casos, o HIV/AIDS
continua sendo um desafio para a saude publica mundial no que diz respeito ao
controle de novas infec¢cbes e manutencéo do quadro clinico do individuo no que diz

respeito a adeséo ao tratamento, supressao da carga viral e manutencéo de células
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do sistema imune (T CD4) (Rodrigues, 2017). O primeiro virus associado a AIDS foi
descoberto em 1981, conhecido atualmente como HIV. Foi introduzido na espécie
humana como consequéncia de eventos que levou a transmissdo entre a espécie
humana e primatas (Virus da Imunodeficiéncia em Simios (SIV). Estes eventos
somados a fatores socioecondémicos, contaminacdo sanguinea através de injetaveis
assim como a transmissao sexual favoreceram a disseminacdo do virus em todo o
globo (Pereira; Costa, 2016).

No Brasil, o sistema de saude brasileiro foi visto por muitos anos como um
modelo de combate ao HIV, e isso se deve a acessibilidade do usuario ao sistema de
saude publico e disponibilidade/cobertura ampla de antirretrovirais a populacao
infectada. Os numeros apontam que entre os anos de 1980 a junho de 2019 foram
diagnosticados 966.058 casos de HIV/AIDS. Nos ultimos cinco anos, o pais registrou
uma média anual de 39 mil novos casos, tem sido observada uma diminuicdo no
namero de infeccBes no pais nos ultimos anos, no qual em 2013 houve o diagndstico
de 42.934 casos comparados com 37.161 casos registrados em 2018. O publico mais
acometido pela infeccdo é do sexo masculino (65,5%) comparado ao sexo feminino
(34,5) e faixa etaria mais acometida foi entre 20 a 34 anos de ambos 0s sexos
(Secretaria De Vigilancia Em Saude, 2019).

A taxa de deteccao de AIDS no Brasil, conforme dados do SINAN (Sistema de
Informacao de Agravos de Notificacdo) e registros do SISCEL (Sistema de Controle
de Exames Laboratoriais da Rede Nacional de Contagem de Linfécitos CD4/CD8 e
carga viral do HIV) e do SICLOM (Sistema de Controle Logistico de Medicamentos
Antirretrovirais), apresentou reducéo, passando de 21,4/100.000 habitantes em 2012
para 17,8/100 mil habitantes em 2018, equivalente a um decréscimo de 16,8%. Essa
diminuicao tem se intensificado desde a implementagéo da estratégia de “tratamento
para todos” pelo Ministério da Saude em 2013. A distribuicdo dos casos de HIV de
1980 até junho de 2019 revela maior concentracéo nas regides Sudeste (51,3%), Sul
(19,9%) e Nordeste (16,1%)(Secretaria De Vigilancia Em Saude, 2019)

Desde o inicio da epidemia da HIV nos anos 80 foram notificados no Brasil
327.655 6bitos, média de 4,8 6bitos/100 mil habitantes de 2007 a 2017 (Ministério da
Saude, 2018). Houve uma diminuicdo nos indices de mortalidade em 42% desde o
seu pico no ano de 2004 (UNAIDS, 2019). Entretanto, estes niumeros apesar de
alarmantes demonstram uma reduc¢do no numero de infecgbes de 22,8% em 2014 e

2018. Em decorréncia do nimero de novos infectados nos ultimos anos, had o
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compromisso global de minimizar ou mesmo interromper 0 nimero de casos
registrados, assim como garantir 0 acesso ao tratamento de individuos infectados
(UNAIDS, 2019). A chamada 90/90/90 foi estabelecida pelo Programa Conjunto das
Nacgbes Unidas sobre o HIV/AIDS a fim de controlar a epidemia mundial, com o
objetivo de que 90% das pessoas que vivem com o HIV estejam diagnosticadas, que
haja a disponibilizacdo do tratamento para 90% dos infectados e consequente
supressdao viral em 90% da populagéo, até o ano de 2020. O alcance dessas metas
permitird que o mundo ponha fim a epidemia da AIDS até 2030, uma vez que a
supressao viral em individuos com HIV (carga viral indetectavel) se faz importante por
reduzir drasticamente o risco de transmissao (UNAIDS, 2015).

Desde 1996, o sistema de saude publico brasileiro distribui gratuitamente todos
0os medicamentos antirretrovirais, e desde 2013, adotou estratégias para frear a
epidemia, oferecendo acesso universal, gratuito e ampliou a disponibilidade da terapia
antirretroviral para todos os portadores do HIV, independente da contagem de células
T CD4. Um compromisso importante na reducdo de novas infec¢des e controle da
transmissdo. No pais, mais da metade das pessoas com HIV/AIDS (64%) recebem
tratamento antirretroviral, indice maior que a média global (53%) registrados no ano
de 2016 (Secretaria De Vigilancia Em Saude, 2019).

1.3 Hist6ria Natural do HIV

Nos primeiros dias apés o contato com o virus, as células infectadas (maior
parte macréfagos) migram para os tecidos linféides no qual o contato com outras
células do sistema imune favorece a disseminacao. O HIV replica acentuadamente o
gue leva a fase aguda caracterizada por uma grande quantidade de virus circulante.
Na fase aguda ou primaria (trés a nove semanas) os sintomas comumente observados
sao febre, linfadenopatia, exantemas e mialgia (Deeks et al., 2015). Nesta fase, a
resposta imune adaptativa ainda ndo esta desenvolvida, favorecendo o ciclo
replicativo e valores superiores a 10% copias/mm? de RNA viral no plasma, e, como
resultado, aumenta a severidade dos sintomas nesta fase de infeccdo (Figura 2)
(Sabin; Lundgren, 2013).

A deteccdo viral na circulacéo periférica ocorre apos as trés primeiras semanas
(fase aguda) de infeccdo, com continua replicacdo por varias semanas até atingir seu
ponto maximo no trigésimo dia. Individuos infectados geralmente apresentam maior

chance de transmissao neste periodo. Apos a fase aguda da infeccdo (nove
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semanas), o sistema imune do hospedeiro controla parcialmente a infeccéo, e ha uma
estabilidade no nivel de replicacéo viral por anos. Em decorréncia da resposta do
sistema imune do hospedeiro frente a infeccéo, a carga viral diminui numa proporcao
de 100 vezes para um nivel estavel (ponto de ajuste viral). Esta situacao é importante,
uma vez que individuos com um ponto de ajuste viral alto geralmente progride mais
rapido ao desenvolvimento da AIDS e morte (Deeks et al., 2015). Devido aos varios
mecanismos de escape viral, 0 mesmo entra em estado de laténcia, se abriga em
reservatorios virais, impedindo a eliminacao total do HIV e cura da doenca (Pinkevych
et al., 2015).

Sob a 6tica de células T CD4 durante a infeccéo pelo HIV, ha perda progressiva
destas células, seguido de deplecao abrupta do sistema imune do hospedeiro (Figura
2). Enquanto o timo do hospedeiro se esfor¢ca na reposicao de linfocitos T CD4
perdidos durante o ataque viral, o HIV continua o processo de destruicdo celular e
ainda, promove uma resposta imune citotoxica e inflamacdo, desencadeando a
sindrome inflamatéria de reconstituicdo imune, uma condicdo em que ha uma
exuberante resposta inflamatoéria frente a um antigeno (Doitsh et al., 2014; Sabin;
Lundgren, 2013). A sindrome acomete preferencialmente individuos que apresentam
uma queda na contagem de linfécitos T CD4 inferiores a 50 céls/pL, e assim ficam
propensos a infeccdes oportunistas diversas (Sereti et al.,, 2020). A contagem de
células T CD4 em um adulto ndo infectado pelo HIV é de 500 a 1200 céls/uL. Em
individuos infectados com o HIV a deplecao de células T CD4 a um valor menor que
350 céls/uL esta associado ao aparecimento de varias doencas oportunistas e
neoplasias, e, 0 aumento da taxa de morbimortalidade esta diretamente relacionada
a estas coinfec¢des (Shahani; Hamill, 2016). Em individuos nédo tratados, a ultima
etapa da doenca que compreende um periodo de 10 anos é caracterizada por perda
continua de células T CD4 a valores < 200 céls/uL no sangue periférico, € a fase em

que h& a progressédo da doenca para a AIDS (Khazaei et al., 2017).
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Figura 2.Progressédo da infec¢do do HIV. Nas primeiras trés semanas o virus atinge células alvo na
mucosa tecidual e alastra para os linfonodos (fase eclipse), neste momento o virus é indetectavel na
circulagédo periférica. A fase aguda compreende de trés a nove semanas neste momento o RNA do HIV
se torna detectavel e o sistema imune encontra-se em deplegdo. Entre seis a 12 semanas 0 sistema
imune adaptativo comec¢a a apresentar controle parcial da infeccdo com moderada recuperacédo de
células T CD4. A inflamagé&o cronica se estabelece a partir de seis semanas da infec¢do, mediada pelo
HIV a destruigdo e diminuigdo na contagem de T CD4 leva a inflamag&o crénica e imunodeficiéncia.
Adaptado de (Deeks et al., 2015).

1.4 Terapia antirretroviral de Alta Eficacia

Frente ao rapido e efetivo processo de disseminacao do HIV, a descoberta de
farmacos que viessem a interromper ou retardar quaisquer etapas do processo de
replicacédo viral foi de extrema necessidade. Esta descoberta resultou em grande
progresso cientifico e clinico na vida de individuos infectados pelo HIV, transformou
uma doenca com alto risco de mortalidade e pouca chance de sobrevivéncia em uma
condicao cronica e com prolongamento da expectativa de vida (Pau; George, 2014).

Inicialmente, a monoterapia (AZT) consistia na utilizagdo de um inibidor nucleosideo
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da transcriptase reversa, que tinha por fungéo interagir com o sitio catalitico da enzima
inibindo-a, interrompendo todo o ciclo viral. Esta descoberta proporcionou reducéao da
carga viral, atraso na progresséo da doenca para AIDS e aumento da sobrevida de
individuos vivendo com o HIV comparados com o0s que ndo faziam o uso da
monoterapia (Fischl et al., 1987). Embora esta descoberta tenha sido revolucionaria,
a monoterapia ndo apresentou supressao viral significativa, e sem reducao importante
na taxa de mortalidade. No Brasil, a introdugéo da terapia antirretroviral altamente
eficaz ocorreu no ano de 1996, e teve por objetivo a combinacéo de varias classes de
antirretrovirais com fim de promover supressao e controle da carga viral e, como
consequéncia a recuperacéao de células T CD4. Proporcionou significativa melhora da
resposta e adesao ao tratamento, com supresséao da carga viral a niveis indetectaveis,
favorecendo a reconstituicdo do sistema imune e prolongamento da sobrevida de 20
anos ou mais (Gill; Hassan; Ahemad, 2019; Sadowski; Hashemi, 2019; Yoshimura,
2017). A tabela 1 apresenta a evolucédo da terapia antirretroviral até os dias atuais.

A terapia antirretroviral atua em diferentes fases do ciclo replicativo e isso é
atribuido a uma ampla disponibilidade de farmacos no mercado (anexo 1). De acordo
com a Food and Drug Administration (FDA) seis classes de farmacos estdo
disponiveis atualmente: Inibidores nucleosideos da transcriptase reversa, inibidores
nao nucleosideos da transcriptase reversa, inibidores de protease, inibidores de fuséo,
inibidores da entrada e inibidores da integrase, conforme ilustrado na figura 3 (Panel
on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2018)..

Os Inibidores nucleosideos da transcriptase reversa (INTRs) interagem com o
sitio catalitico da enzima impedindo a ligacdo do substrato. Os inibidores nao
nucleosideos da transcriptase reversa (INNTRs) tém o papel de bloquear o sitio
alostérico celular e consequentemente alterar a conformacdo do sitio catalitico,
impedindo a sintese do DNA viral. Ambos INTRs/INNTRs sdo uma classe de
medicamentos que atuam sobre a enzima transcriptase reversa tornando defeituosa
a cadeia de DNA viral (Pau; George, 2014). Uma estratégia recente no combate a
replicagéo viral € a utilizagdo de um inibidor da integrase (INSTI) no esquema
terapéutico, que tem por fungcdo impedir a insercdo do DNA viral ao DNA do
hospedeiro, através do bloqueio da enzima integrase (Panel on Antiretroviral
Guidelines for Adults and Adolescents, 2018).

Os inibidores de protease (IP) sdo uma classe de antirretrovirais que atua na

fase final da replicacdo viral, leva ao bloqueio de atividades proteoliticas da enzima
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interrompendo a montagem e maturacao, resultando na incapacidade de produzir
novos virides maduros. Os inibidores de fusdo (IF) impedem a entrada do HIV na
célula imune através de um peptideo sintético da gp41, este peptideo atua de forma
competitiva e impede a fusdo do virus na célula do hospedeiro (Panel on Antiretroviral
Guidelines for Adults and Adolescents, 2018). Uma classe de medicamentos que
impede a entrada do HIV nas células de defesa do organismo impedindo sua
replicagéo, se deve ao antagonista de CCR5 (maraviroc). Sua atuagéo se baseia no
blogueio do receptor CCR5 do hospedeiro, impedindo a fusdo de gp120 viral a célula
hospedeira (Pau; George, 2014).

Desde 2017, a associacdo de um inibidor de integrase (INSTI) com dois
inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa (INTRs) € recomendada como
tratamento de primeira linha para adultos e criancas que ainda n&o utilizaram outros
antirretrovirais (Zamora et al., 2019). Esse esquema consiste na combinacdo de
dolutegravir (DTG, INSTI) com dois NRTIs, geralmente tenofovir (TDF) e lamivudina
(3TC). Tal associagdo tem sido a escolha preferencial no manejo clinico devido a sua
maior eficacia na supressao da carga viral do HIV, aliada a melhor tolerancia e menor
toxicidade quando comparada a combinagao “trés em um” (TDF/3TC/EFZ) (Panel on
Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2018).

Com a ampla disponibilidade de antirretrovirais, o panorama dos esquemas
terapéuticos recomendados pelo Brasil, pelos Estados Unidos e pela Organizacéo
Mundial da Saude encontra-se apresentado no Anexo 2.
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Tabela 1.Histéria da terapia antirretroviral (1987-2019).

Periodo Terapia Avancos
1987-1993 Monoterapia com INTR Maior sobrevida em HIV+, sem
(zidovudina ou didanosina) estabilizacdo de T CDA4.
. Intensificou a supresséo viral, com alta
1993-1996 Terapia dupla com INTR toxicidade e reacdes adversas.
1994 PMTCT: Zidovudina Uso dg mdovudma na gestacéo, parto e
no recém-nascido.
IP + 2 INTR: Inicio da terapia Supressao significativa da carga viral,
1996 . ) ~
antirretroviral com melhora da recuperagéo de T CD4.
1998 INNTR + 2 INTR E.faV|.renz + 2 INTR dgflnlram 0 novo
direcionamento da terapia antirretroviral.
. Abacavir/zidovudina/lamivudina
Final de . S .
3INTR reduziram o uso de IP, devido a maior
1998 -
toxicidade.
Final 1990- . . Potencializador _ farmacocinético,
Py Ritonavir aumenta a biodisponibilidade de outros
Inicio 2000 . ~
IP, permitindo reducéo da dosagem.
Aprovada a segunda geracao de Necessidade de novas classes de
2003-2008 antirretrovirais: tenofovir, medicamentos devido & resisténcia
tipranavir, darunavir e etravirina terapéutica em alguns individuos.
Primeiro inibidor de fuséo
2003 (enfuvirtide) para pacientes
resistentes a terapia combinada
Atripla: Dose Unica de efavirenz, Reducdo da dosagem e melhora da
2006 . AU .
tenofovir e emtricitabina adeséo ao tratamento.
Primeiro antagonista de CCR5
(maraviroc) para pacientes o S ~
resistentes a terapia combinada .UTQ’Q limitado & " individuos que n&o
2007 Primeiro INSTI (raltegravir) para iniciaram o tratamento ou que
. . gra par apresentam resisténcia.
pacientes resistentes a terapia
combinada
2010 PEP Brasil Relaq§o~sexual dgsp_roteg|da e
exposicdo de profissionais de saude.
2012 Aprovada a profilaxia com Medida profilatica para individuos com
tenofovir + emtricitabina (PrEP) exposicdo continua ao HIV
Uso em gestantes e em individuos que
2013 Introducéo do dolutegravir néo iniciaram tratamento com outros
antirretrovirais
2016 Introduc;a_o do tenofovir Menor toxicidade renal e éssea.
alafenamida
. . . Melhor adesdo ao tratamento devido a
Biktarvy (bictegravir, icidad
emtricitabina e tenofovir menor toxicidade
2018 . Aprovacdo da PrEP no Brasil como
alafenamida) L . .
. profilaxia para parceiros néo infectados,
PreP Brasil C o
pessoas trans e profissionais do sexo.
Uso em gestantes e em individuos que
ainda néo iniciaram tratamento com
Dovato (dolutegravir e outros medicamentos.
2019 o R o ~
lamivudina) Minimizacao da toxicidade, recuperacao

adequada de T CD4 e supressdo da
carga viral.

Legenda: PMTCT: Prevencdo maternofetal; PEP: Profilaxia pés-exposicdo; PrEP: Profilaxia pré-
exposicdo. Adaptado de (Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2018; Pau;
George, 2014; Saag et al., 2018).
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Figura 3. Acdo da terapia antirretroviral no ciclo replicativo do HIV. Inibidores de fusdo (A); inibidores
de entrada (B); inibidores de transcriptase reversa, nucleosideos e ndo nucleosideos (C); inibidores de
integrase (D); e inibidores de protease (E). Adaptado de (RODRIGUES, 2017).

Em 2019, o medicamento Bictarvy® (bictegravir, emtricitabina e tenofovir
alafenamida), um novo regime de terapia antirretroviral indicado para adultos e
criangas acima de 25 kg, foi aprovado pela ANVISA. Trata-se de uma combinacéo de
um inibidor de integrase (INSTI, bictegravir) com dois inibidores nucleosideos da
transcriptase reversa (INTRs, emtricitabina e tenofovir alafenamida). Essa associacéo
terapéutica favorece maior adeséo ao tratamento, pois é administrada em apenas um
comprimido diario, além de apresentar maior permeabilidade celular e menor
toxicidade renal e 6ssea em compara¢do a combinagdo TDF/3TC/DTG (Deeks, 2018;
Wohl et al., 2019).

A elevada eficicia da terapia antirretroviral decorre da combinacéo de farmacos
com diferentes mecanismos de agéo, visando bloquear a replicagéo viral (Van Zyl,
Bale; Kearney, 2018). Individuos em terapia com supressao viral a niveis indetectaveis
apresentam risco minimo de transmisséo do virus a seus parceiros (Rodger et al.,
2019). Contudo, a interrupcdo temporaria do tratamento leva a reativacao viral na
maioria dos pacientes, devido a persisténcia do virus em células reservatorio (Bui et
al., 2017). Estratégias experimentais para a cura do HIV, como o método “shock and
kill”, ttm como objetivo reativar a laténcia viral por meio de farmacos especificos e,
assim, eliminar o reservatério viral no hospedeiro. Por essa razao, o inicio precoce da
terapia antirretroviral é fundamental, a fim de minimizar o reservatorio viral e prevenir
a queda abrupta das células T CD4 (Chun; Moir; Fauci, 2015).
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De acordo com o novo relatério da UNAIDS, a estratégia de iniciar a terapia
antirretroviral em individuos HIV positivos assintomaticos, independentemente da
contagem de células T CD4 (> 500 céls/uL), permitiu que, em 2016, 18,2 milhdes de
pessoas tivessem acesso ao tratamento, o dobro do registrado em 2011 (UNAIDS,
2019) Essa abordagem reduziu o risco de desenvolvimento da AIDS e de morte, em
comparacao com individuos que iniciaram a terapia apenas ap0s a contagem de T
CD4 cair abaixo de 350 céls/uL (Molina et al., 2018).

No Brasil, segundo o Ministério da Saude, estima-se que 87% das pessoas
vivendo com HIV estejam diagnosticadas, das quais 55% estdo em tratamento
(Rodrigues, 2017).Uma das estratégias nacionais consiste na oferta de terapia
antirretroviral no momento do diagndstico, independentemente da contagem de
células T CD4, bem como na disponibilizacdo de medicacBes de profilaxia pré-
exposicao ao HIV (PrEP) para pessoas de alto risco desde 2018 (Ministério Da Saude,
2017).

Entretanto, apesar da ampla disponibilidade de antirretrovirais e de sua eficacia
na supressao viral, parte dos individuos em tratamento apresenta falha na supresséo
da carga viral e na recuperacao das células T CD4. Nesses casos, a terapia pode se
tornar mais complexa, sendo necessaria uma intervencao baseada nas caracteristicas
fenotipicas e genotipicas para um direcionamento terapéutico mais adequado (Pau;
George, 2014). Tais fatores tornam o manejo clinico desses pacientes desafiador,
uma vez que a falha na reconstituicdo imunoldgica pode levar a progressao para AIDS
(Lundgren; Antinori; Institutet, 2016).

1.5 Sistema Imune

O HIV apresenta afinidade por células que expressam receptores do tipo CD4
em sua superficie, assim como os correceptores CCR5 e CXCRA4. Linfocitos T CD4,
monaocitos, macréfagos e células dendriticas apresentam estas caracteristicas e,
portanto, fazem parte do repertério de ataque do HIV (Maartens; Celum; Lewin, 2014).
Linfocitos T se desenvolvem em oOrgaos linféides primarios (timo e medula 6ssea) e
posteriormente migram para os orgaos linféides secundarios no qual ocorre o contato
com o antigeno. Linfécitos T maduros que nédo tiveram contato com patégenos sao
denominados linfécitos T naive (Santamaria et al., 2018). O sistema imune é
caracterizado por uma complexa rede de células, tecidos e 6rgaos especializados com

a finalidade de reconhecer e defender o hospedeiro de microrganismos causadores
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de doencas. Granulocitos, macréfagos e linfocitos T sdo exemplos de células
especializadas e séo transportados através dos vasos linfaticos aos linfonodos (Panel
on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2018a).0 sistema imune
apresenta duas frentes de resposta: sistema imune inato e adaptativo. O sistema
imune inato exerce a funcdo de primeira linha de ataque, sem especificidade a
qualquer patdégeno € crucial na primeira fase de infeccéo, representado por células
NK (natural killers) e células mieloides (Farber et al., 2016).

Células dendriticas fazem parte da resposta imune inata e sado consideradas as
principais apresentadoras de antigeno. Apds a fagocitose, estas células sinalizam a
invasdo de patdégenos através do complexo MHC (complexo principal de
histocompatibilidade) aos linfocitos T naive. Havendo o reconhecimento
antigenoespecifico de Linfécitos T naive, estes sdo ativados e se diferenciam em
linfécitos T efetores desempenhando um papel citotoxico e contribuindo para a
remocdo do invasor (Santamaria et al., 2018). Peptideos de patdégenos que se
multiplicam no citoplasma, sdo carregados por moléculas MHC classe | e
apresentados a linfocitos T CD8 citotoxicos. Peptideos de patdgenos que se
multiplicam em vesiculas intracelulares sao carreados até a superficie celular por
moléculas MHC classe Il e apresentados a linfécitos T CD4 (Rock; Reits; Neefjes,
2016).

Em decorréncia do vasto repertorio da resposta imune inata, ha a chance de
ocorrer um ataque inapropriado contra o proprio tecido, desencadeando uma reacao
autoimune e por consequéncia diversas patologias. Nesse sentido, a imunidade
adaptativa dispde de um sistema regulatério que proporciona a homeostasia
(Kleinman et al.,, 2018). O sistema imune adaptativo é de extrema importancia a
sobrevida do hospedeiro. Linfécitos T CD4 sédo determinantes para a homeostasia do
sistema imune, seja na sinalizacdo de linfocitos T efetores para a eliminacdo de
patdbgenos ou mesmo no controle da homeostasia por meio de linfécitos T reguladores
(Nolan et al., 2019). A resposta imune adaptativa € um sistema evoluido, no qual
segmentos génicos sdo continuamente rearranjados e agrupados de forma a criar um
vasto repertorio de receptores, possibilitando que qualquer potencial patdogeno seja
reconhecido (Netea et al., 2019). O estabelecimento da resposta imune adaptativa
ocorre entre duas a trés semanas ap0s 0 contato com o antigeno, e € importante na
resposta imediata, e no combate a infec¢cdes secundarias ou tardias (Farber et al.,

2016). Linfécitos tem por funcdo modular, regular e coordenar atividades de outros
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leucdcitos pela liberacdo de citocinas, horménios e neurotransmissores (Moro-Garcia
et al., 2018; Santamaria et al., 2018).

Linfocitos T CD4 séo subdivididos em 2 grupos e distinguem-se em linfécitos T
efetores (Thl, Th2, Th17) e linfécitos T reguladores. Linfécitos T efetores (Thl) estéo
envolvidos na resposta da imunidade celular através da secrecao de citocinas como
interleucinal (IL1), interferon (IFNy) e fator de necrose tumoral (TNF). Estas células
ativam macrofagos contra patdgenos intracelulares, auxiliando o processo de
fagocitose (Gaskill et al., 2013; Huang et al., 2016). O subtipo Th2 de linfécitos T
efetores media a resposta imune humoral através da liberacdo de citocinas IL5 e IL13
e, apresenta efeito anti-inflamatdrio via secrecéo de IL4 e IL10. O subtipo Th17 séo
um subconjunto identificado recentemente que expressam altos niveis de IL17,
participa da resposta imune extracelular e no desarranjo e progressao de varias
doencas autoimunes (Gaskill et al., 2013; Huang et al., 2016).

Representando cerca de 5% de linfocitos T CD4, os linfécitos T reguladores
sao responsaveis por promover o controle e homeostasia do sistema imunoldgico. Sao
caracterizados por expressarem moléculas em sua superficie que auxiliam na
regulacédo do sistema imune inato e adaptativo, atenuando o excesso de inflamacéao
causado por patégenos ou lesdes (Gaskill et al.,, 2014). Os principais receptores
expressos por estes linfécitos e que os caracterizam como linfécitos T reguladores séo
FOXP3, GITR, CTLA4 e CD25 (Santamaria et al., 2018; Yagi et al., 2004). Para a
supressdo do sistema imune, citocinas como IL10 e IL35 estdo envolvidas no
processo de ativacdo de linfécitos T reguladores (Gaskill et al., 2014). Linfécitos T
reguladores produzem citocinas TGFf3 e IL10 que mediam a atividade supressiva, sdo
importantes mediadores no controle de inflamacdo e modulacdo de células Th1l7
(Kleinman et al., 2018; Konkel et al., 2017). Entretanto, o HIV ndo so6 destroi o sistema
imune do hospedeiro atacando linfocitos T CD4, como também utiliza toda a
maquinaria celular destas células em seu préprio beneficio, se multiplicando e
disseminando por todo o organismo atraves de seu eficiente processo de replicacéo

viral (Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2018b).

1.6 HIV e reconstituicdo imune

Durante o primeiro estagio de infec¢do do HIV, a carga viral pode alcangar valor
superior a um milh&o de cépias/mm3, que leva a perda significativa de linfocitos T CD4,
dificilmente recuperados as concentracdes pré-infeccao (De Paula et al., 2018). Em
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decorréncia do rapido processo replicativo e alta carga viral, um aumento na producao
de citocinas pro inflamatorias no hospedeiro surgem em resposta a replicacao viral. A
resposta imune pro inflamatoria inicial controlada € benéfica, no entanto, no contexto
da infeccdo pelo HIV a continua resposta inflamatoéria permanece elevada mesmo
apos o término da fase aguda da infeccdo, proporcionando desregulacdo imune
progressiva, inflamacao sistémica, ativacdo persistente de células T, exaustdo de
células T, morte celular e desenvolvimento da AIDS (De Paula et al., 2018; Passos et
al., 2020).

Disfuncbes no sistema imune inato e adaptativo agravam o quadro de
coinfec¢cbes assim como pode levar a uma reacdo autoimune, um desafio no
direcionamento clinico e sobrevida do individuo com o HIV (Serrano-Villar et al., 2014).
A razdo CD4/CD8 tem sido indicada como um marcador confiante na identificagdo da
disfuncdo imune persistente decorrente do processo de apoptose linfocitaria e
piroptose de células imunes ativadas (Doitsh et al., 2014). A proporcdo CD4/CD8
prediz o tempo para o desenvolvimento da AIDS e esta associado a contagem de
linfécitos T CD4 e T CD8 antes mesmo do inicio da terapia antirretroviral (Serrano-
Villar et al., 2014). Sendo assim, a relacdo CD4/CD8 é potencialmente de maior valor
preditivo e avaliativo para a recuperacdo da funcdo imunoldgica, especialmente
pacientes que atingiram uma contagem de células T CD4 > 500 céls/uL apods terapia
antirretroviral (Yang et al., 2020b). Outros estudos direcionados na recuperacao
destas células identificou que a resposta inflamatéria exacerbada favorece a falha na
recuperacdo de células T CD4, mesmo em individuos sob terapia antirretroviral e
supresséao da carga viral (Shive et al., 2014). Linfécitos T reguladores sdo importantes
no equilibrio entre a resposta exagerada e a supressdo do sistema imune. A
supressao feita por linfocitos T reguladores para o controle da resposta exacerbada
do sistema imune inato, € um desafio para a erradicacao do virus (Churchill et al.,
2015). A imunossupressao impede a erradicacao viral, favorece a criagcdo de
reservatorios e propicia a replicacao viral apos interrupcado temporaria da terapia
antirretroviral (Pinkevych et al.,, 2015). Além disso, a infeccdo do HIV diminui a
capacidade de produzir novas células T CD4 naive, em decorréncia da falha de células
progenitoras da medula 6ssea e ou da diferenciagdo de células T CD4 no timo
infectado pelo virus (Guihot et al., 2011).

Se por um lado o HIV causa um desequilibrio na homeostasia do sistema

imune, a terapia antirretroviral tem por objetivo propulsionar a contagem de células T
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CD4 e reestabelecer o sistema imune do hospedeiro (Vidal et al., 2014). Até o ano de
2016, a recomendacdo pela Organizacdo Mundial da Saude quanto ao inicio da
terapia antirretroviral se dava apenas quando os individuos apresentassem uma
contagem de células T CD4 < 250 céls/uL. Apos 2016, a Organizagdo Mundial da
Saude mudou esta estratégia e passou a considerar o inicio imediato da terapia
antirretroviral independentemente da contagem de células T CD4 (WHO, 2016). Esta
medida foi considerada de extrema importancia para o manejo da doenca, estudos
apontaram que o inicio tardio da terapia antirretroviral influencia na ma recuperagéo
de células T CD4 (Kelly et al., 2016; Lundgren et al., 2015). Sendo assim, 0 sucesso
da terapia antirretroviral ndo pode ser definida apenas pela supresséo viral, mas
interpretado como uma combinag&o da supresséao viral e de adequada normalizagao
da resposta de células T CD4 (TAKUVA et al.,, 2014; WHO, 2017a). Desde o
descobrimento do HIV, uma das grandes preocupacdes do acompanhamento clinico
se deve a falha no alcance de uma contagem de T CD4 ideal (> 500 céls/p) (Lundgren
et al., 2015). Em decorréncia disso, uma parcela de aproximadamente 10 a 40% da
populacdo infectada falha no alcance da normalizacéo de células T CD4 apesar de
persistente supressao viral (Yang et al., 2020b). Em contrapartida, a falta de consenso
entre os autores em definir respondedores imunoldgicos e ndo respondedores
imunoldgicos propicia falha tanto na pratica clinica no manejo da terapia antirretroviral,
quanto para o préprio meio cientifico na definicdo consensual entre os autores
conforme explorado no anexo 8 e no capitulo 1 (Cenderello; De Maria, 2016).

A compreensédo do papel de células T CD4 no controle do HIV é de interesse
de varios pesquisadores em busca pela cura da doenca, uma vez que estas células
apresentam tanto a capacidade de favorecer melhor prognéstico assim como de
promover a reativacao da laténcia viral (Kleinman et al., 2018). Durante os primeiros
seis meses de terapia antirretroviral, a reconstituicdo de células T CD4 em individuos
com HIV é de 20 a 30 céls/uL (Corbeau; Reynes, 2011; Kufa et al., 2019). Esta
cobertura é possivelmente uma consequéncia da redistribuicdo de células T CD4 de
memoria do tecido linféide para a corrente sanguinea. A segunda fase, marcada dos
sete meses até o final do segundo ano de tratamento € caracterizada pela
recuperacdo de cinco a 10 céls/puL por més. Na terceira fase que compreende do
terceiro ano até pelo menos sete anos de tratamento, se deve a uma recuperacao

menor de T CD4 com dois a cinco céls/uL ao més (Figura 4) (Corbeau; Reynes, 2011).
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Figura 4. Média de recuperacdo de células T CD4 sob terapia antirretroviral. Representacdo do
aumento das células T CD4 ao longo do tempo: entre 1 e 6 meses apas o inicio da terapia, observa-se
um ganho médio de 20-30 céls/uL por més; entre 7 e 24 meses, o aumento médio é de 5-10 céls/uL
por més; apés 24 meses, 0 acréscimo é de aproximadamente 2-5 céls/uL por més. Adaptado de
(Corbeau; Reynes, 2011).

Para alguns autores, individuos infectados pelo HIV que apresentam
contagem de células T CD4 inferior a 500 céls/uL apos quatro a sete anos de terapia
antirretroviral séo classificados como nao-respondedores imunoldgicos (INRsS)
(Corbeau; Reynes, 2011). Embora a contagem de T CD4 seja considerada o principal
preditor da recuperacdo imunoldgica, ha necessidade de marcadores adicionais para
complementar essa avaliacdo (Yang et al., 2020). Adiar o inicio da terapia
antirretroviral até que a contagem de T CD4 caia abaixo de 350 céls/puL expde os
individuos a condig6es que favorecem o desenvolvimento da AIDS. A magnitude da
recuperacdo de T CD4 esta diretamente associada a contagem dessas células antes
do inicio do tratamento: individuos que iniciam a terapia com T CD4 < 350 céls/pL
raramente alcangam média superior a 500 céls/uL mesmo apds 10 anos de tratamento
(Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2018).

Além disso, entre 10% a 40% dos individuos com HIV ndo recuperam células
T CD4 a niveis minimos desejados (> 350 céls/uL), mesmo sob terapia antirretroviral
e sucessiva supressao da carga viral (Aldrete et al., 2020; Vidal et al., 2014). INRs s&o
considerados um desafio para a clinica e a falha na reconstituicdo imune tem por
caracteristica multifatorial, ou seja, fatores como sexo, idade, comorbidades pré-
existentes, resisténcia viral ao tratamento e fatores genéticos podem contribuir com a
falha do alcance ideal de células T CD4. Embora haja algumas hipéteses para o
entendimento desta falha, ainda ndo ha um consenso da compreensdo da

reconstituicdo imune (Greenblatt et al., 2019). A figura 5 demonstra a cinética de
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células T CD4 sob a perspectiva do inicio imediato da terapia antirretroviral apds o

diagndstico e sob o inicio tardio da terapia antirretroviral (Lundgren et al., 2015).
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Figura 5.Média de células T CD4 sob inicio imediato e tardio da terapia antirretroviral. Em individuos
gue iniciaram a terapia imediatamente apds o diagndstico, observa-se manutencédo crescente das
células T CD4 (linha vermelha). Nos individuos em que a terapia foi introduzida posteriormente, ha um
declinio inicial seguido de um aumento discreto das células T CD4. Adaptado de (Lundgren et al., 2015).
1.7 Dopamina

Uma vez que a reconstituicdo imune em individuos vivendo com o HIV/AIDS é
um desafio para o manejo clinico, possibilidades que pudessem elucidar e favorecer
a recuperacao de células T CD4 foram destacadas por este estudo. Nos ultimos anos,
houve um aumento de estudos demonstrando a atuacdo da dopamina (DA) como
importante regulador do sistema imune. Além de ser uma catecolamina produzida e
liberada pelas proprias células imunes (Pinoli; Marino; Cosentino, 2017), muitas
células imunes expressam receptores dopaminérgicos permitindo responder
ativamente a DA, estimulando a imunorregulacdo dopaminérgica na qual € de suma
importancia para o sistema imune (Levite; Marino; Cosentino, 2017; Matt; Gaskill,
2019).

A dopamina € um neurotransmissor catecolaminérgico que atua no sistema
nervoso central e em diversos érgaos periféricos por meio de cinco receptores: D1,
D2, D3, D4 e D5 (Levite; Marino; Cosentino, 2017). No cérebro, a dopamina é
sintetizada a partir do precursor levodopa (LDOPA) e pode ser convertida em

noradrenalina ou adrenalina. Além de sua sintese enddgena, a dopamina também
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esta presente na dieta, em alimentos como frutas e vegetais (Nolan et al., 2019; Pinoli;
Marino; Cosentino, 2017).

Diversos mecanismos regulam os efeitos da dopamina, incluindo o
transportador de dopamina (DAT), o transportador de monoamina vesicular (VMAT2)
e as enzimas tirosina hidroxilase (TH), L-aminoacido aromatico descarboxilase
(AADC), monoamina oxidase (MAO) e catecol-O-metiltransferase (COMT). O DAT e
o0 VMAT2 sé&o responsaveis por reciclar a dopamina do meio extracelular para as
vesiculas sinapticas, enquanto a MAO e a COMT catabolizam a dopamina no
citoplasma apoés sua recaptacdo. Ja a TH e a AADC sdo essenciais para a biossintese
das catecolaminas. Esses moduladores, em conjunto com 0s receptores
dopaminérgicos, regulam a producédo, a captacdo e a sinalizacdo da dopamina no
sistema nervoso central, conforme ilustrado na Figura 6 (Gaskill et al., 2014; Nolan;
Gaskill, 2019).

O transportador de dopamina (DAT) € o principal regulador do tdnus
dopaminérgico. Trata-se de uma glicoproteina transmembrana com 620 aminoacidos,
expressa em neurbnios dopaminérgicos pré-sinapticos. Pertencente a familia de
transportadores dependentes de sodio e cloreto, o DAT medeia a recaptacdo de
dopamina na fenda sinaptica apds sua liberacdo, transportando o neurotransmissor
junto com ions de sddio e cloreto. Amplamente distribuido em regibes cerebrais de
atividade dopaminérgica, o DAT desempenha papel crucial na neurotransmissao,
proporcionando depuracao rapida da dopamina no espaco extracelular e controlando

a concentracdo desse neurotransmissor (Pinsonneault et al., 2011).
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Figura 6. Sintese de dopamina e sinapse dopaminérgica. Representa a sintese, armazenamento,
liberagéo e sinalizagédo da dopamina. A tirosina, sob a¢éo da tirosina hidroxilase (TH), € convertida em
LDOPA, que por sua vez é transformada em dopamina pela L-aminoacido descarboxilase (AADC). A
dopamina é armazenada em vesiculas via VMAT, protegendo-a da degradacdo, e pode ser
metabolizada em DOPAC pela MAO ou em outros metabdlitos pela COMT. Apds um impulso nervoso,
a dopamina é liberada de forma dependente de Ca?*, atuando em receptores pré e poés-sinapticos
(familias D1 e D2), cuja ativacdo modula os niveis de cAMP e a atividade de proteinas quinases, como
a PKC. A concentracéo extracelular é regulada pelo DAT. Adaptado de (Juarez Olguin et al., 2016).

As diversas ac0es fisiologicas da dopamina sdo mediadas por sua interacdo
com receptores acoplados a proteina G, divididos em dois tipos principais: D1 e D2,
gue estimulam e inibem, respectivamente, a enzima adenilato ciclase. Ao todo, cinco
receptores distintos participam da transmissédo dopaminérgica.

Os receptores da familia D1, classificados como excitatérios, incluem D1 e D5,
e estdo presentes em regides pré e pds-sindpticas (Beaulieu; Espinoza; Gainetdinov,
2015). Eles regulam o crescimento e desenvolvimento neuronal, mediam respostas
comportamentais e modulam eventos mediados pelos receptores D2 (Opmeer;
Kortekaas; Aleman, 2010). Esses receptores se associam a proteina Gas/olf, ativando
a adenilato ciclase, que gera multiplas moléculas de cAMP (monofosfato ciclico de
adenosina), levando a ativagdo da proteina quinase A (PKA) e da DARPP32
(fosfoproteina neuronal regulada por dopamina e Camp). A PKA fosforila proteinas
citoplasmaticas e nucleares, regulando a funcéo de canais ibnicos e a expressao
génica. Além disso, os receptores D1 aumentam a hidrolise de fosfotidilinositol 4,5-
bisfosfato (PIP2), promovendo a mobilizacdo de Ca?* via IP3 e a ativacdo da PKC
através do diacilglicerol (DAG) (Cosentino et al., 2018).
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Ja os receptores da familia D2, considerados inibitorios, incluem D2, D3 e D4,
e estdo localizados predominantemente em regifes pos-sinapticas (Pinoli; Marino;
Cosentino, 2017; Vidal; Pacheco, 2019). Eles modulam a producdo de cAMP ao se
associar a proteina Gai/o, inibindo a adenilato ciclase e, consequentemente, a
ativacdo da PKA (Beaulieu; Espinoza; Gainetdinov, 2015). Os receptores D2 estéo
envolvidos em vias mesocorticolimbicas que mediam a sensacdo de recompensa

(Rangel-Barajas; Coronel; Floran, 2015).

1.8 Sistema dopaminérgico e linfécitos T

A compreensdo dos mecanismos que envolvem a homeostasia do sistema
imune em individuos com o HIV, permitiu identificar o papel do neurotransmissor
dopamina como um importante regulador do sistema imune (Cosentino; Marino,
2013). Estudos foram realizados com o objetivo de identificar a influéncia do sistema
dopaminérgico sobre o sistema imunolégico, especificamente o0 sistema imune
adaptativo. A descoberta de que linfocitos T expressam proteinas necessarias para a
transmissdo e sinalizacdo dopaminérgica, incluindo todos o0s receptores
dopaminérgicos e o transportador de dopamina, permitiu o entendimento da
imunorregulacdo dopaminérgica, fundamental na funcdo imune (Contreras et al.,
2016; Mackie et al., 2018).

A atividade imunomoduladora da dopamina tem sido discutida desde os anos
80 e 90, apds estudos sugerirem a presenca de componentes do sistema
dopaminérgico em células imunes (Cosentino et al., 1999). Atualmente, varios estudos
apresentam a dopamina como um importante imunomodulador regulatério, essencial
na comunicacdo neuroimune (Nolan et al., 2019). Assim como a descoberta da
influéncia da dopamina em linfocitos, macrofagos, neutréfilos e mondcitos,
proporcionou o entendimento da interacéo dos efeitos dessa catecolamina em células
imunes (Matt; Gaskill, 2019). A comunicagcao entre o Sistema Nervoso Central e 0
sistema hematopoiético é mediado por diversas moléculas, incluindo a dopamina que
auxilia na producgéo de linfocitos B e T, células dendriticas, mondcitos, macréfagos,
neutrofilos e células natural killers (Arreola et al., 2016; Cosentino et al., 2018).

Além do sistema nervoso central, a dopamina pode ser encontrada no sistema
nervoso entérico, desempenhando papel relevante na sinalizacdo de linfocitos T
(Arreola et al., 2016; Cosentino et al.,, 2007). Um estudo recente identificou que
estoques de dopamina e proteinas dopaminérgicas foram detectadas no baco e timo
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de ratos, sugerindo que o sistema nervoso simpatico libera dopamina nestes locais de
desenvolvimento de células imunes, levando a regulacdo potencial, mediada pela
dopamina, dessas células imunolégicas (Mackie et al., 2018).

Algumas células do sistema imune também produzem dopamina para seu
préprio beneficio (efeito autécrino). A producédo de dopamina pelo sistema imune, em
especial linfécitos T, se deve pela propria necessidade de proliferacdo e comunicacao
com outras células no combate a patdégenos infecciosos (Levite; Marino; Cosentino,
2017). Além disso, a dopamina em altas concentracdes afeta diretamente o sistema
imune adaptativo. Entre as células imunes, células T CD4 séo especificamente os
mais afetados pela concentracdo de dopamina, preservando um ciclo inibitério de
linfécitos T reguladores e consequente ativacao de linfécitos T efetores (Cosentino et
al., 2015, 2018). A consequente ativacao de linfécitos T efetores aumenta a apoptose
linfocitaria, diminuindo progressivamente a contagem de células T CD4 (Castellano;
Prevedel; Eugenin, 2017; Vidal; Pacheco, 2019).

A dopamina apresenta um complexo efeito regulatério na resposta imune,
dependendo de sua concentracdo, tipo de exposicdo, subtipos de receptores
envolvidos, tipo de célula imune e o estado de ativacdo de células imunes (Levite;
Marino; Cosentino, 2017; Matt; Gaskill, 2019). A ativacao de receptores de dopamina
pode alterar a funcédo de células T, células T CD4 diminuem na presenca de altas
concentracbes de dopamina, com consequente aumento da atividade de T CD8 via
reducédo de IL10 e TGFB (Mackie et al., 2018). Linfécitos T CD4 regulatérios séo
especialmente sensiveis a dopamina e além de proporcionar a homeostasia do
sistema imune, estariam envolvidos na persisténcia de reservatorios do HIV no
hospedeiro (Li et al., 2017).

Receptores dopaminérgicos do tipo D2 estdo expressos em linfécitos T CD4
naive, T CD4 memoria e linfécitos T efetores (Kustrimovic et al., 2016). Esta familia
de receptores tem uma funcao inibitéria da CAMP e a ativagdo deste receptor estaria
associado ao estimulo do sistema imune inato e consequente aumento da fagocitose
por macrofagos (Gaskill et al., 2014). Um estudo identificou a expresséo de todos 0s
receptores dopaminérgicos da familia D2 em linfocitos T, e receptores do tipo D2
exercem um efeito modulador maior na funcdo de células T quando comparados a
receptores do tipo D1. Além disso, receptores do tipo D2 estdo envolvidos na
supressdo de linfocitos T auxiliaresl (Thl) e aumento da funcdo de linfécitos

auxiliares2 (Th2) (Huang et al., 2016). Outro componente do sistema dopaminérgico
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que apresenta influéncia no sistema imune se deve ao DAT, foi constatado que
linfécitos humanos expressam DAT (Amenta et al., 2001).

Evidéncias sugerem que o DAT expresso em linfocitos periféricos €
funcionalmente semelhante ao encontrado no sistema heter6logo e neurénios
dopaminérgicos, sugerindo que este transportador nas células imunes desempenha
um papel na modulacéo do tdnus dopaminérgico periférico e também pode obedecer
a mecanismos regulatérios (Mackie et al., 2018). Um estudo demonstrou que uma
delecdo do gene SLC6A3 (codifica o transportador de dopamina) prejudicou as
respostas imunes celulares e apresentou consequéncias substanciais na resposta
imune inata e adaptativa (Kavelaars et al., 2005). Este dado sugere que existe uma
interacdo dinamica entre o DAT e o sistema imune (Mackie et al., 2018).

Importante destacar que o HIV entra no Sistema Nervoso Central, dentro de
duas semanas apoOs a infeccdo e essa entrada é mediada através de mondcitos
infectados que percorrem a circulacéo periférica em resposta a quimiocinas. Uma vez
que estao instalados e iniciam seu processo de replicacdo viral, ativam outras células
do sistema imune como microglia e outras células do Sistema Nervoso Central. Um
estudo de caso e controle sobre a influéncia da dopamina em células do sistema
imune, identificou que a dopamina em concentracdo elevada, aumentou
significativamente a replicacdo do HIV em macréfagos humanos primarios, mediados
por receptores do tipo D2 e isso em parte se deve a um aumento no namero de
macréfagos infectados com o HIV no cérebro. Apesar dos dados indicarem que a
dopamina media a producao de citocinas e quimiocinas em macroéfagos, ainda exerce
efeitos proé inflamatoérios e moduladores dependendo da sua concentragéo, cinética de
sua liberacéo e do receptor que a ativa (Arce-Sillas et al., 2019). A tabela 2 apresenta
o envolvimento dos genes de receptores dopaminérgicos e de SLC6A3 no sistema
imune (Gaskill et al., 2013).



45

Tabela 2.Relacdo do sistema dopaminérgico e sistema imunoldégico.

Gene Efeitos no sistema imune

Codifica o receptor dopaminérgico D2; sua ativagdo em células T induz a
diferenciagcdo em linfécitos Th2, inibe a proliferagdo celular mediada pelo TCR e

DRD2 reduz a secrecdo de IL e IFN, estando também associada a regulacéo da resposta
imune.
Codifica o receptor dopaminérgico D3; sua ativacdo estimula a diferenciacdo de

DRD3 células T CD8 naive em linfécitos T CD8 citotdxicos e contribui para a polarizacao
de células T CD4 naive em linfécitos Thl.

DRD4 Codifica o receptor dopgminérgico D4; desempenha papel fundamental na
manutencdo da quiescéncia das células T.

SLCBA3 Coadifica o transportador de dopamina (DAT); expresso em linfécitos e macréfagos

do sangue periférico humano.

Adaptado de (Arce-Sillas et al., 2019; Huang et al., 2010; Marazziti et al., 2008).

Além disso, macréfagos estariam envolvidos concomitantemente na expressao
do DAT, apresentando capacidade de liberacdo vesicular ou outro mecanismo
alternativo de liberacdo de dopamina. Entretanto, ndo se sabe se nos macrofagos
essa proteina tem capacidade e sensibilidade semelhante a sinalizacdo da dopamina,
bem como mecanismos reguladores de transmissédo (Mackie et al., 2018). Sendo
assim, a desregulacédo no sistema dopaminérgico afeta tanto o sistema imune inato
qguanto o adaptativo, contribuindo para o desenvolvimento de diversas patologias

autoimunes e inflamatorias (Vidal; Pacheco, 2019).

1.9 Imunogenética e sistema dopaminérgico

Na patogenia causada pelo HIV, varias causas sdo apontadas na recuperacao
ou falha de células T CD4. Identificar fatores que contribuem na compreensdo da
recuperacdo imune, pode favorecer o prognéstico individual. Desde 2002,
pesquisadores tiveram por objetivo a criagdo e desenvolvimento do HapMap
(mapeamento haplétipo do genoma humano) com a finalidade de identificar
polimorfismos em dois aspectos: entender como sdo organizados noS Cromossomos
e direcionamento para selecéo de SNPs (polimorfismo de nucleotideo Unico) a serem
estudados; explorar a presenca de SNPs ocultos através da analise de haplotipo
relacionados a doenca. SNPs sdo um tipo de polimorfismos que ocorrem quando um
anico nucleotideo no genoma difere entre cromossomos emparelhados, considerados

as variagdes mais comuns entre os individuos (90%) (Wong; Buckle; Van Tol, 2000).

Em 2007, houve a criacdo de um catalogo mais detalhado destas variacdes
genéticas em populacdes de todo o mundo, conhecido como projeto 1000 genomas.

7

Atualmente, é considerado uma avaliacdo mais abrangente da variacdo genética
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humana entre as populacdes e isso se deve a colaboracdes do HapMap e do Projeto
Genoma Humano, todos afim de estabelecer catadlogos abertos de variacdes
genéticas para a comunidade global (The 1000 Genomes Project Consortium, 2015).
Projetos e ferramentas como Genomap, 100.000 genomes na Inglaterra e ABraOM
no Brasil sdo também repositérios com variantes genémicas obtidas através de
sequenciamento do genoma e exoma a fim de amplificar o conhecimento acerca das
variacdes genéticas e suas associacfes com doencas.

A imunogenética tem sido amplamente discutida e associada na
susceptibilidade a infec¢cdo do HIV assim como na recuperacao imune (Naranbhai;
Carrington, 2017). Desde que a dopamina aumenta a ativacao linfocitaria e producao
de citocinas do tipo Thl e Th2 (Torres et al., 2005), a presenca de receptores de
dopamina em leucdcitos, assim como um especifico sistema de transporte endégeno
demonstra um significado funcional desta catecolamina no sistema imunoldgico
(Gaskill et al., 2013; Nakano et al., 2009). Polimorfismos em genes que codificam
diferentes moléculas imunorreguladoras envolvidas na homeostase de células T e no
metabolismo celular foram associados a recuperacdo de células T CD4 durante a
terapia antirretroviral (Freitas et al., 2015; Greenblatt et al., 2019; Queiroz et al., 2017;
Restrepo et al.,, 2019). Em um estudo inédito acerca da expressdo de receptores
dopaminérgicos em linfécitos humanos em individuos saudaveis, identificou a
associacao de receptores de dopamina das familias D1 e D2 na resposta celular do
sistema imune, especificamente em linfocitos T CD4. Este trabalho foi o primeiro a
identificar a associacdo de variantes genéticas em genes de receptores
dopaminérgicos na contagem e resposta funcional de linfocitos T (Cosentino et al.,
2015).

1.9.1 Polimorfismo no gene DRD2: rs1800497

O gene DRD2 [MIM: 126450], localizado no cromossomo 11 (11g23.2), na
posicdo Chrl11:113,409,594-113,475,397 (GRCh38), codifica duas isoformas de
receptores de dopamina molecular e funcionalmente distintas: D2L e D2S. A isoforma
D2L difere de D2S pela presenca adicional de 29 aminoacidos, atuando
principalmente em locais pds-sinapticos, enquanto D2S exerce funcdes de
autorreceptor pré-sinaptico. A auséncia de D2L resulta na inibicdo das funcgbes
mediadas pelo receptor D1 através de D2S (Radl et al., 2018). O gene apresenta ainda

10 transcritos alternativos (splices variaveis), dos quais sete variantes sindbnimas
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codificam proteinas. As func¢des fisiologicas associadas ao DRD2 incluem locomocao,
distonia, regulacéo hormonal, dependéncia  quimica e  depressao
[ENSG00000149295].

O polimorfismo rs1800497 (G>A), também conhecido como TaglA, é uma
mutacdo missense que, inicialmente, acreditava-se estar localizada na regido
promotora do DRD2, influenciando a expresséo do receptor. Estudos posteriores
demonstraram que sua posi¢ao real esta a mais de 10.000 pb da regido codificadora
do gene ANKK1 (ANKyrin repeat and kinase domain containing 1), localizado préximo
ao DRD2 e envolvido na regulacdo da sintese de dopamina no cérebro (Pohjalainen
et al., 1998).

Esse polimorfismo, localizado no exon 8 do ANKK1, afeta uma repeticdo do
dominio ANKyrin, ocasionando a substituicdo de aminoacidos (Neville; Johnstone;
Walton, 2004). O alelo selvagem (A) esta associado a um maior numero de locais de
ligacdo de dopamina no cérebro, enquanto o alelo mutante (G) esta relacionado a
reducdo da expressdo desses receptores. Individuos portadores do alelo G
apresentam desempenho inferior em tarefas de memdria e habilidades cognitivas em
comparacdo aos nao portadores, além de maior propensdo a dependéncia de
substancias quimicas e alcool, possivelmente devido a estreita relacao funcional com
o gene DRD2 (Marinos et al., 2014; Ramsay et al., 2015).

Clinicamente, o polimorfismo rs1800497 tem sido associado ao alcoolismo,
tabagismo, distlrbios neuropsiquiatricos, abuso de substancias quimicas, obesidade,
risco de esquizofrenia, déficit de atencdo e hiperatividade, transtornos de estresse e
alteracdes em habilidades cognitivas (Neville; Johnstone; Walton, 2004; Ramsay et
al., 2015)

1.9.2 Polimorfismo no gene DRD3: rs6280

O gene DRD3 [MIM:126451] codifica o subtipo D3 dos receptores de dopamina
e esta localizado no cromossomo 3 (3g13.31), na posicado chr3:114,127,797—
114,199,407 (GRCh38). E composto por 12 exons e 5 introns (Morozova et al., 2019)e
apresenta quatro transcritos, resultantes de splicing alternativo, que codificam
diferentes isoformas [ENSG00000151577].

O polimorfismo rs6280, uma mutacdo missense, € um SNP localizado no
cromossomo 3, na posicao chr3:114,171,968 (GRCh38). Ele ocasiona a substituicao

de nucleotideos C/T, resultando na troca de uma serina por uma glicina (Ser9Gly). O



48

alelo C codifica a glicina (Gly9), enquanto o alelo T codifica a serina (Ser9) (Morozova
et al., 2019)

Clinicamente, o polimorfismo rs6280 tem sido associado a esquizofrenia e a
suscetibilidade a tremores. O alelo Gly9 (C) est4 relacionado ao aumento da afinidade
da dopamina pelo receptor, o que intensifica a resposta intracelular e a sinalizacao da

proteina quinase, quando comparado ao alelo Ser9 (T) (Jeanneteau et al., 2006).

1.9.3 Polimorfismo no gene DRD4: rs1800955

O gene DRD4 [MIM:126452] codifica o receptor dopaminérgico D4 e é
expressado em regifes cognitivas e emocionais do sistema limbico(Abrahams et al.,
2019) . Localizado no cromossomo 11 (11p15.5), na posi¢ao chrl1:637,269-640,706
(GRCh38), o gene apresenta dois transcritos e contém um numero variavel de
repeticbes em série (VNTR) [ENSG00000069696]. Mutacdes nesse gene tém sido
associadas a diferentes feno6tipos comportamentais, incluindo disfuncdes do sistema
nervoso autdbnomo e transtorno do déficit de atencao/hiperatividade (Kereszturi et al.,
2006).

O polimorfismo rs1800955, também denominado 521C/T ou C521T, é uma
variante funcional localizada na regido promotora do gene DRD4, dentro de uma ilha
CpG, na posicao chrll:636,784 (GRCh38). Este SNP influencia a atividade
transcricional do gene, sendo que o alelo 521C apresenta aproximadamente 40%
mais atividades do que o alelo T. Além disso, estudos identificaram uma maior
frequéncia do gendétipo CC em individuos com esquizofrenia (Abrahams; Geschwind,
2008). Clinicamente, esta variante genética tem sido associada a fatores de risco
psicoldgicos, transtornos psiquiatricos e comportamentais, incluindo esquizofrenia,

TDAH e comportamento exploratério (Kereszturi et al., 2006).

1.9.4 Polimorfismo no gene SLC6A3: rs27072

O transportador de dopamina é codificado pelo gene SLC6A3 [MIM:126455],
localizado no cromossomo 5 (5p15.3), na posicdo chr5:1,392,793-1,445,439
(GRCh38), e consiste em 15 exons com extensdo aproximada de 60 kb. Este gene
apresenta trés transcritos, e mutagdes nele associadas estdo implicadas no transtorno
do déficit de atencdo com hiperatividade (TDAH), doenca de Parkinson, transtorno
bipolar e abuso de substancias quimicas (Pinsonneault et al., 2011).

O polimorfismo rs27072 C/T, localizado na regido 3’'UTR do gene, embora ndo

codificante, pode influenciar a regulagéo da transcricdo, traducao e estabilidade do
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MRNA, impactando a homeostase dopaminérgica (Kazantseva et al., 2011). Estudos
indicam que o alelo minoritario (T) esta associado a niveis mais elevados de mRNA,
porém apresenta menor atividade de transporte em ensaios in vitro, sugerindo um
transportador DAT menos funcional em comparacao ao alelo majoritario (Pinsonneault
et al., 2011).

A identificacdo de receptores dopaminérgicos das familias D1 e D2
funcionalmente ativos em linfécitos T ampliou a compreenséo sobre a influéncia da
dopamina na resposta imune. Receptores do tipo D1 demonstraram maior efeito
funcional sobre as células T, enquanto variantes genéticas em receptores
dopaminérgicos podem modular a capacidade de resposta linfocitaria (Cosentino et
al., 2018). Evidéncias indicam que a dopamina participa da homeostase do sistema
imune, e que variacdes genéticas nos genes dopaminérgicos podem contribuir para a
heterogeneidade na recuperacdo imune em individuos infectados pelo HIV (Gaskill et
al., 2013; Matt; Gaskill, 2019; Naranbhai; Carrington, 2017; Nolan; Gaskill, 2019).

Neste contexto, a associacdo de polimorfismos nos genes dopaminérgicos
DRD2, DRD3, DRD4 e SLC6A3 com a recuperacao de células T CD4 é destacada
neste estudo. A Tabela 3 sintetiza os efeitos desses polimorfismos sobre a fungéo

imune.



Tabela 3.Representacédo de polimorfismos em genes do sistema dopaminérgicos.

Gene Variante

Alelos

Consequéncia

frequéncia

Efeito

DRD2 rs1800497

2137G>A

Variagdo missense/

O alelo menor (A) estd associado a um numero
reduzido de receptores D2 da dopamina. O alelo G
esti associado a reducdo de expresséo de locais de
ligacéo de receptores de dopamina D2

DRD3 rs6280

25G>A

Variagdo missense

O alelo G apresenta maior afinidade de ligacdo a
dopamina, estimulando a resposta intracelular e a
sinalizacao da proteina quinase (PK) em comparagéo
ao alelo A.

DRD4 rs1800955

4480T>C,

Variante localizada na regido promotora, em que o
alelo C apresenta atividade 40% superior ao alelo T.

SLC6A3 rs27072

328C>T

Variante na 3UTR

Frequéncia
Global

Alelo Alelo
Ref. Alt.
G:0,67 A:0,32
C:0,48 T:0,51
T:0,59 C:0,40
C:0,79 T:0,20

O alelo minoritario (T) est4d associado a maior
expressdo e niveis elevados de mMRNA, porém
apresenta perda de funcéo, resultando em reducéo da
atividade do transportador de dopamina (DAT).

Adaptado de (Arce-Sillas et al., 2019; Cosentino et al., 2018; Pinsonneault et al., 2011).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NG_021241.1&search=NG_021241.1:g.4480T%3eC&v=1:100&content=5
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Considerando que receptores dopaminérgicos do tipo D2 e o transportador de
dopamina sdo expressos e funcionalmente ativos em linfocitos T CD4, as hipoteses
deste estudo séo:
DRD2 rs1800497:

Receptores do tipo D2 séo inibitérios da Adenil Ciclase;

Estimulacdo de D2 apresentaria menos dopamina;

Menos dopamina, menor numero na contagem de células T CD4;

Alelo menor (A) relacionado a um menor numero de receptores do tipo D2, ou seja,

alelo A contribuiria com maior nimero de células T CD4?

DRD3 rs6280:

Alelo G relacionado a maior afinidade a dopamina;

Maior concentracdo de dopamina intracelular levando a maior contagem de células T
CD4;

Alelo G contribuiria com maior nimero de células T CD4?

DRD4 rs1800955:

Receptores do tipo D2 sé&o inibitérios da Adenil Ciclase;

Estimulacdo de D2 apresentaria menos dopamina;

Uma vez que o alelo C é 40% mais ativo que o alelo T, este poderia colaborar com a

reducado na recuperacao de células T CD4?

SLC6A3 rs27072:

Menos atividade da DAT, mais dopamina extracelular;

Mais dopamina, maior numero de células T CD4;

O alelo T estéa relacionado com maior expressao do gene, contribuindo a menor

concentracdo de dopamina e assim menor niumero de células T CD4?
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1.10 Justificativa

A presenca de determinados polimorfismos em individuos com o HIV pode
influenciar o padrdo de resposta ao tratamento bem como a cinética de células T CD4
ao longo do tempo, o que poderia auxiliar na compreensdo da dificuldade de
recuperacdo destes linfocitos mesmo em individuos sob terapia antirretroviral.
Considerando que o sistema dopaminérgico exerce efeitos moduladores sobre o
sistema imune, variantes genéticas nesse sistema podem contribuir para entender a
eficicia da reconstituicdo ou a falha imunolégica em individuos infectados pelo HIV.

Embora fatores genéticos do hospedeiro influenciem a contagem de células T
CD4, outras condicBes clinicas e terapéuticas também desempenham papel
relevante, como idade, sexo, contagem basal de T CD4, resisténcia viral, tempo
decorrido entre o diagndstico e o inicio da terapia, bem como o regime terapéutico
adotado. Diante da limitada investigacdo sobre a associacdo entre imunogenética e
sistema dopaminérgico em individuos com HIV, a analise dessa variabilidade na
reconstituicdo imunolégica pode fornecer novas perspectivas para o tratamento
individualizado, potencializar a resposta terapéutica e favorecer a adesdo ao

tratamento.
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2. OBJETIVOS
Geral

Avaliar se fatores clinicos, epidemiol6gicos e genéticos influenciam a reconstituicdo

imune em individuos vivendo com HIV.

Especificos

e Avaliar através de uma revisdo sistematica a contribuicdo de polimorfismos na
reconstituicdo imune.

e Avaliar se fatores clinicos e epidemiolégicos influenciam a contagem de células T
CD4 em uma populacéo brasileira.

e I|dentificar se ha associacdo dos polimorfismos genéticos: DRD2 (rs1800497);
DRD3 (rs6280); DRD4 (rs1800955) e SLC6A3 (rs27072) com a reconstituicdo

imune em uma populacéo brasileira.
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3. METODOLOGIA
3.1 Descricao do estudo

A primeira etapa deste estudo contemplou uma revisdo sistematica acerca dos
polimorfismos genéticos associados a reconstituicdo imune, a fim de conhecer a
recuperacao de células T CD4 influenciada por variantes genéticas em individuos com
HIV/AIDS.

A segunda etapa consistiu em um estudo primario que investigou a associacao
entre condi¢Bes clinicas, epidemiolégicas e genéticas na recuperacdo de células T
CD4. Inicialmente, foi realizado o recrutamento de individuos vivendo com HIV,
seguido da coleta do material biolégico, da extracdo de dados clinicos e
epidemioldgicos a partir dos prontudrios e, posteriormente, da genotipagem e anélise
dos dados. Em seguida, desenvolveu-se um estudo de associacdo entre fatores
clinicos, epidemioldgicos e polimorfismos genéticos em receptores dopaminérgicos,
visando compreender a recuperacao de células T CD4 em pessoas vivendo com
HIV/AIDS em uso de terapia antirretroviral. A resposta imune foi caracterizada pela
média da contagem de células T CD4 e pela carga viral ao longo do tempo nesses

individuos.

3.2 Capitulo 1. Estudo de Associacdo Secundario derivado da Reviséo

Sistematica

3.2.1 Reviséo Sistematica

A revisdo sistematica foi conduzida de acordo com as diretrizes Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (Moher et al.,
2009). A selecdo dos estudos ocorreu em trés etapas sequenciais: identificacao,
triagem e elegibilidade (Figure 1).

Na fase de identificacdo, foram conduzidas buscas na base PubMed/MEDLINE,
contemplando todos os artigos publicados até novembro de 2019 (argumento de
busca disponivel no Apéndice 1). Nao foram aplicadas restricdes quanto a idioma,
data ou local de publicacdo. Artigos de revisdo foram excluidos, mas trabalhos
provenientes de outras fontes foram considerados.

A fase de triagem consistiu na leitura dos resumos dos artigos encontrados,
enquanto a elegibilidade foi definida a partir da leitura integral dos textos por dois
revisores independentes. Foram incluidos todos os estudos primarios (prospectivos,

retrospectivos, caso-controle, coorte e ensaios clinicos).
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A extracdo de dados incluiu as seguintes variaveis: primeiro autor, ano de
publicacdo, método de analise de células T CD4, pais de realizac&o do estudo, tempo
de recuperacgdo das células T CD4, definicdo de baseline, tipo de tratamento, gene e
variante genética. Em seguida, os estudos foram estratificados segundo o fenétipo
investigado; o detalhamento dessa estratificacdo, bem como a apresentacao integral

desta reviséo, encontra-se em Resultados (capitulo 1).

3.3 Capitulo 2. Estudo de associa¢do primario

3.3.1 Desenho do estudo e caracterizagao da amostra

Este estudo retrospectivo, de carater associativo, teve como objetivo identificar
fatores relacionados a ocorréncia de um determinado evento. A amostra foi composta
por 437 individuos vivendo com HIV, dos quais 291 foram incluidos a partir do estudo
prévio de Céandido et al., (2020), todos cadastrados no Centro de Testagem e
Aconselhamento/Servico de Assisténcia Especializada em HIV/AIDS Edgard Pita
(CTA/SAE) do municipio de Barreiras/BA. O CTA Edgard Pitta € uma unidade de
referéncia para diagnostico e tratamento do HIV/AIDS, em funcionamento no
municipio de Barreiras/BA desde 2002. O servico é responsavel pelo atendimento e
acompanhamento clinico de pessoas vivendo com HIV em 15 municipios da regiéo.

Conforme protocolo clinico do Ministério da Saude, o acompanhamento deve
incluir carga viral e contagem de linfécitos T CD4 a cada seis meses. No entanto, a
rotina adotada pelos profissionais do CTA/SAE difere parcialmente dessa
recomendacao: individuos com T CD4 > 350 céls/uL realizam a coleta anualmente,
enquanto aqueles com T CD4 < 350 céls/uL seguem em monitoramento semestral
(Ministério da Saude, 2018).

A selecéo dos pacientes ocorreu por conveniéncia, de acordo com a demanda
do servico, que realiza coletas de material biolégico quinzenalmente para analise de
carga viral e contagem de células T CD4. Neste estudo, os pacientes atendidos no
CTA/SAE entre janeiro de 2018 e margo de 2020 foram informados sobre a proposta
da pesquisa, convidados a leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo 3) e encaminhados para coleta do material bioldgico.

Dos 437 individuos inicialmente considerados, 20 foram excluidos por auséncia
de dados suficientes nos prontuarios, resultando em um total de 417 participantes. Os
dados clinicos e epidemioldgicos foram obtidos por meio de consulta aos prontuarios,

abrangendo o periodo de 1997 a 2020.
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3.3.2 Critérios para Inclusdo no Estudo
e Pacientes soropositivos para HIV;
e |dade = 18 anos;
e Adeséo ao tratamento antirretroviral;
e Consentimento informado para participacao no estudo, mediante assinatura

do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

3.3.3 Critérios para Exclusao no Estudo

e Pacientes com sorologia negativa ou ndo confirmada da infeccdo do HIV.

3.3.4 Aspectos éticos da pesquisa

Inicialmente o presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Federal do Oeste da Bahia (CEP/UFOB) sob n°®
CAAE: 67848517.9.0000.8060 (Anexo 4) no ano de 2017. No ano de 2019 houve
submissdo de Emenda constando novos objetivos, assim como a insercdo de novo

pesquisador para a execuc¢ao deste trabalho (Anexo 5).

3.3.5 Procedimento de coleta do material biolégico e dos dados secundarios

Apés a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), os
pacientes foram encaminhados a sala de coleta para obtencédo de aproximadamente
3 mL de sangue, coletados em tubo Vacutainer contendo EDTA. O material biolégico
foi transportado em temperatura ambiente e armazenado no biorrepositorio do
Laboratério de Biologia Integrativa (LAB G360) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) (Anexo 6).

Posteriormente, foi realizada a extracdo de dados dos prontuérios referentes
ao periodo de janeiro de 2018 a marco de 2020, utilizando como referéncia o
formulario de investigacdo e notificacdo para HIV/AIDS do SINAN (Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo) (Anexo 7). A coleta e andlise retrospectiva
abrangeram informacdes desde a data do diagnaostico clinico até abril de 2020.

As variaveis de interesse incluiram: data de nascimento, sexo, etnia
autodeclarada, local de nascimento, data do diagnéstico, esquema de terapia
antirretroviral, carga viral e contagem de células T CD4. Destaca-se que os dados
referentes a contagem média de linfécitos T CD4 e carga viral foram obtidos dos

prontudrios, cujas andlises laboratoriais foram realizadas pelo LACEN/Salvador, em
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parceria com o Sistema de Controle de Exames Laboratoriais da Rede Nacional de
Contagem de Linfocitos CD4/CD8 e Carga Viral do HIV (SISCEL).

O método utilizado para contagem de células T CD4 foi imunofenotipagem por
citometria de fluxo, enquanto a carga viral foi determinada por gPCR (carga viral). Com

base nessas informacdes, foi criado um banco de dados para posterior analise.

3.3.6 Extracdo de DNA

Inicialmente, o sangue foi coletado em tubos Vacutainer de 4 mL com EDTA e
invertido manualmente trés vezes para homogeneizagdao. Em seguida, os tubos foram
devidamente identificados, acondicionados em caixa térmica em temperatura
ambiente e enviados via Sedex ao Laboratorio de Biologia Integrativa (LAB G360) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), onde foram armazenados em freezer
a - 20°C.

A extracdo de DNA foi realizada no LAB G360, seguindo o protocolo de (J.
Sambrook i D. W. Russell, 2001). Para isso, os 4 mL de sangue foram transferidos
para um tubo Falcon de 15 mL, aos quais foram adicionados 11 mL de tampéao
EryLyse. Os tubos foram homogeneizados por inversao, colocados em caixa de gelo
e incubados por 20 minutos. Posteriormente, realizou-se centrifugacdo a 4.000 rpm
por 10 minutos em temperatura ambiente (22°C). O sobrenadante foi descartado em
frasco devidamente identificado e o pellet agitado em vortex para desprendimento do
fundo do tubo; esse procedimento foi repetido pelo menos trés vezes até que os pellets
apresentassem coloracgao clara, livre de hemacias.

Em seguida, foram adicionados 2 mL de solu¢do tampéo SE, 100 yL de SDS
(dodecilsulfato de sédio) e 12 pyL de Proteinase K, permanecendo em temperatura
ambiente por 2 dias. ApGs esse periodo, foram adicionados 700 pL de solucéo salina
a cada tubo e homogeneizados no vortex trés vezes. A centrifugacdo foi repetida a
4.000 rpm por 10 minutos; nos tubos em que ndo ocorreu formacao de pellet,
adicionou-se 60 pL de solucao salina.

Para a precipitacdo do DNA, 3 mL de etanol absoluto gelado foram adicionados
em um novo tubo Falcon de 15 mL contendo o sobrenadante. Os tubos foram agitados
manualmente até a visualizagdo da precipitacdo do DNA, que foi entdo transferido
para microtubos de 1,5 mL. O pellet de DNA foi lavado duas vezes com 200 pL de
etanol a 70% gelado, descartando-se o sobrenadante. Os microtubos permaneceram
abertos em rack por 20 minutos para evaporacao do etanol. Finalmente, o DNA foi
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ressuspenso em 300 pL de solucdo TE, homogeneizado em vortex e armazenado a -
20°C.
3.3.7 Analise genético-molecular

Os polimorfismos em genes candidatos foram selecionados por meio de revisao
da literatura, considerando apenas aqueles com MAF (Minimum Allele Frequency)
superior a 0,15. Foram escolhidos quatro polimorfismos em quatro genes relacionados
ao sistema dopaminérgico: DRD2 (rs1800497), DRD3 (rs6280), DRD4 (rs1800955) e
SLC6A3 (rs27072).

3.3.7.1 Reacdo em cadeia de Polimerase (PCR).

As reac0Oes foram realizadas no laboratério de Biologia Integrativa (LAB G360)
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) através do aparelho Applied
Biosystems com a utilizacdo de sondas TagMan™

O mix foi preparado utilizando o protocolo basico de PCR, sendo composto de
agua deionizada autoclavada, master mix (Tag DNA Polimerase recombinante,

MgCI2, dNTPs e solugédo tampéao) sonda (probe), e 1 pL de DNA (concentragéo de 50
ng/pL).

3.3.7.2 Primers e Sondas TagMan™ (Thermo Fisher Scientific Applied
Biosystems™ TagqMan™)

Foram utilizados primers e sondas TagMan™ pré-projetadas e comercialmente
disponiveis para as variantes genéticas DRD2 rs1800497, DRD3 rs6280, DRD4
rs1800955 e SLC6A3 rs27072, por meio do sistema de PCR em tempo real ABI 7500
(Applied Biosystems). O protocolo para o procedimento foi: desnaturacéo inicial a
95°C por 10 min., seguida por 40 ciclos de amplificacdo (desnaturacédo a 95°C por 15

seg. e anelamento / extensdo a 60°C por 1 min.), conforme instru¢des do fabricante.

3.3.7.3 Genotipagem pela PCR em tempo real

A genotipagem foi realizada a partir de 50 ng/uL de DNA utilizando PCR em
tempo real pelo método TagMan™. A técnica baseia-se na amplificacdo do fragmento
de DNA de interesse por meio de sondas especificas (probes). Apos a hibridizacéao
das sondas a fita complementar de DNA, a DNA polimerase realiza a extensédo do
fragmento e, ao clivar a probe, h& a liberacdo do fluoréforo, permitindo a detecgéo da

fluorescéncia pelo equipamento. Como cada sonda apresenta fluorescéncia
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especifica para um alelo, o aparelho é capaz de realizar a discriminacéo alélica com
base nesses sinais.

O material foi preparado em placas de 96 reacdes, sendo 92 amostras de DNA
e quatro controles negativos. Cada reacgdo continha 3 pL do kit TagMan™ Genotyping
PCR Master Mix, 3,9 UL de agua deionizada, 1 pL de DNA (50 ng/uL) e 0,1 pL da
sonda (Thermo Fisher Scientific, Applied Biosystems™), totalizando 8 pL por reacéo.
A leitura da fluorescéncia foi realizada ao final de cada ciclo, e a andlise dos produtos
da reacdo foi feita utilizando o modo de discriminacdo alélica do software do
equipamento.

A genotipagem foi conduzida de forma cega em relagéo as variaveis do estudo,
e a replicagao foi realizada em 10% das amostras como procedimento de controle de
qualidade.

3.3.8 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no programa R, versdo 3.5 As
frequéncias genotipicas e alélicas foram calculadas por contagem direta. Para verificar
se as frequéncias estavam de acordo com o equilibrio de HardyWeinberg foi utilizado
o teste de distribuicdo quiquadrado através do pacote SNPassoc, considerando um
nivel de significancia de 5%. Os dados continuos foram apresentados como média,
mediana e desvio padrdo. As contagens de células T CD4 correspondentes aos dois
periodos foram tratadas de maneira longitudinal (continua), utilizando o modelo linear
de efeito aleatério (pacote nime).

O modelo univariado foi utilizado para cada variavel, clinica, epidemiologica e
genética. A contribuicdo genética foi avaliada em cinco modelos genotipicos
(codominancia, dominancia, recessividade, aditividade e heterozigosidade) para
verificar qual deles melhor explicaria o fen6tipo. O modelo para a carga viral foi
ajustado na escala logaritmica (log10). Além disso foram avaliadas possiveis
influéncias de covariaveis por modelos de regressdo com efeito aleatério. Por fim, no
objetivo de encontrar associacado genética com o fendtipo deste estudo, em todas as
inferéncias que apresentaram na analise univariada um valor p < 0,2 foram inclusas
na andlise estatistica multivariada. Posteriormente, com a finalidade de identificar
possivel interacdo génica foi utilizado o modelo de associag&o poligénico por meio do

programa R versao 3.5.0, considerando um nivel de significancia de 5%.

3.3.9 Classificagcdo quanto a falha/sucesso imunolégico
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Para a analise da reconstituicdo imune, foram utilizados valores médios das
contagens de linfécitos T CD4 assim como a carga viral de cada individuo. Estas
informacdes foram obtidas através do Sistema de Controle de Exames Laboratoriais
(SISCEL) registrados no prontuéario de cada paciente. A carga viral minima foi definida
pela detecgcdo de RNA viral em < 40 cépias/mm? e carga viral maxima em > 1000.000
copias/mm3. Quanto ao acompanhamento da contagem de linfécitos T CD4 a baseline

foi definida ao inicio da terapia antirretroviral (pré-tratamento).
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4 RESULTADOS
4.1 Capitulo 1: Revisao sistematica
Este capitulo apresenta a elaboragcédo de um artigo de revisdo sistematica que

avalia a associacao entre polimorfismos genéticos e a cinética de células T CD4 em

individuos vivendo com HIV.
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Introduction

One of the most relevant characteristics of Human Immunodeficiency virus (HIV)
infection is the destruction of CD4 cells (Yang et al., 2020).. Individuals infected with
HIV have reduced cell count CD4 since the first infection stage (from 0 to 9 weeks),
and may evolve to immunodeficiency, leading to the development of opportunistic
infections and a significant morbidity and mortality rate for AIDS (Ellis; Martin; Dodd,
2017; Gomez-Mora et al., 2017a; Khazaei et al., 2017; Lucas; Nelson, 2015).
Initiation of antiretroviral therapy upon diagnosis is essential for the survival of
individuals living with HIV as well as monitoring of CD4 cells and viral load. Most
individuals under antiretroviral therapy show gradual immune recovery but up to
40% of the subjects may not reach satisfactory CD4 count, despite having
continuous viral suppression (Khazaei et al., 2017; Yang et al., 2020).

Currently, there is no consensus on the definition of immune recovery presented in
the literature (Kelly et al., 2016). Some studies provide guidance on reaching a
prespecified CD4 cell average at a given point in time (e.g., 500 cells/uL), while
others require a specific relative and/or absolute increase in CD4 from the baseline
(Aldrete et al., 2020; Greenblatt et al., 2019). Another possibility is to dichotomize
the cell count creating response groups, in which non responders (INR) are those
who fail to comply with a CD4 count threshold (e.g., > 200 or > 250 or > 350 or >
400 or > 500 cells/uL) (Kroeze et al., 2018; Ministério da Saude, 2018; U.S.
Department of Health and Human Services, 2019). Although there are various forms
of monitoring CD4 cells, a gain of 50150 cells/pL in the first year of treatment was
shown to be clinically relevant (Greenblatt et al., 2019).

Several studies have investigated predictors to immune recovery in HIV infected
patients. Early treatment (Le et al., 2013; Lundgren et al., 2015b; Okulicz et al.,
2015; Stirrup et al., 2018), TCD4/TCDS8 ratio (Handoko et al., 2020; Lee et al., 2017,
Rosado-Sanchez et al., 2017), thymic output (Bricefio et al., 2020), bone marrow
hematopoiesis (Guihot et al., 2011), older age (Darraj et al., 2018; Farhadian et al.,
2018; Viard et al., 2001), male sex (Greenblatt et al., 2019; Means et al., 2016;
Novelli et al., 2020), lower nadir CD4 cell count (Darraj et al., 2018; Handoko et al.,
2020; May et al., 2014) have been so far associated with immune response. Once
immune reconstitution in HIV infected individuals involve a variety of mechanisms,

is known that the contributions of all these amount of possibilities vary greatly among
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individuals, becoming a complex process of CD4 cell recovery in those individuals
(Yang et al., 2020).

Clinical interindividual variability may be explained by genetic architecture. It is well
documented that subjects carrying a 32 base pair deletion on the chemokine
receptor 5 (CCR5delta32 rs333) are less likely to be infected by HIV (Bogner et al.,
2004; Fernandez et al., 2006; Laurichesse et al.,, 2010; Rigato et al., 2008;
Yamashita et al., 2001). Furthermore, host genetic factors could also influence the
recovery of CD4 cells (Vidal et al., 2014b). Previous studies have highlighted a
possible role for genetic variants in the human leukocyte antigen (HLA) (Ahuja et al.,
2009; El-Beeli et al., 2016; Soria et al., 2011) and CCR5 genes (Fernandez et al.,
2006; Passam et al., 2005; Rigato et al., 2008; Yamashita et al., 2001) on these
cells. Here, we aimed to evaluate whether genetic variants were associated with
immune recovery in HIV infected individual under antiretroviral therapy using a
systematic review of genetic association studies using CD4 cell count either as

continuous or categorical variable.

Methods

This systematic review was prepared in accordance with the tool Main Items for
Reporting Systematic Reviews and Meta-analyzes (PRISMA) in Appendix 1 (Moher
et al., 2009).

Search Strategy

The search for articles was carried out through the PUBMED/MEDLINE database
on 06/11/2019. The search was performed using the following:

(("Immune Reconstitution Inflammatory Syndrome" [Mesh] OR" Immune
Reconstitution  Inflammatory  Syndrome  "[Title/Abstractf OR  "Immune
reconstitution"[Title/Abstract] OR " Immune reconstitution"[Mesh] OR " Immune
Recovery"[Title/Abstract] OR "immune failure"[Title/Abstract]) AND allele
[Title/Abstract] OR genotype[Title/Abstract] OR "genes'[Mesh Terms] OR
"polymorphism, genetic'[Mesh Terms] OR "genetic association studies”[Mesh
Terms] OR "genotype"[Mesh Terms] OR "genetic predisposition to disease"[Mesh
Terms] OR "genetic variation"[Mesh Terms] OR "alleles"[Mesh Terms]) OR
"immunogenetics"[Title/Abstract] OR "Immunogenetics"[Mesh]) AND ("HIV"[Mesh]
OR "HIV"[Title/Abstract] OR "Acquired Immunodeficiency Syndrome"[Mesh] OR
"Acquired Immunodeficiency Syndrome"[Title/Abstract] OR "AIDS"[Title/Abstract]
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OR "Antiretroviral Therapy, Highly Active"'[Mesh] OR "ART"[Title/Abstract] OR
"AntiRetroviral Agents"[Mesh] OR "AntiRetroviral Agents"[Title/Abstract] OR
"AntiRetroviral"[Title/Abstract] OR "Antiretroviral "[Title/Abstract] OR "Antiretroviral
"[Title/Abstract]).

No language or time of publication restriction was applied. The titles of the studies
identified in the database search were independently reviewed by two authors (JS
and RP) and studies not related to the object of this review were excluded. The other
studies were submitted to the review of independent abstracts by the same two
reviewers. Data extraction was applied and all studies that met the inclusion criteria
were submitted to reading the entire text.

Eligibility criteria

This review included all studies of the primary type (prospective, retrospective, case
control, cohort, and clinical trials) that aimed to investigate the relationship of genetic
variants (polymorphisms) in the recovery of CD4 in HIV patients. Included studies

presented at least one measurement of the CD4 count after baseline.

Data extraction and analysis

The form of data extraction was ordered by author, year of publication, description
of the method of analysis of CD4, country of study, recovery time of CD4, definition
of baseline, type of treatment, gene, and genetic variant. The studies were stratified
according to the investigated phenotype. The investigated populations were divided
into Africans (African countries), Europeans (European countries, Australia,
Caucasians, and whites), Asians (Japan, Taiwan, Korean and China) and others

(North America and Latin America).

Results

215 publications were initially found, 28 articles were added through other sources,
totaling 243 articles (Figure 1). After screening and material eligibility, 53 were
included. Article exclusion occurred because they did not present which genetic
variant was evaluated, studies presented only baseline of CD4 or were not genetic
association studies. Detailed characteristics of the 53 studies included in this review
are presented in Table S1. Publications took place between 2001 and 2019 and
included subjects from African populations (11), European populations (24), Asian
populations (4) and 14 were from North and Latin America populations. All studies

analyzed included only adult individuals under ART.
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Two studies used both, continuous and dichotomization, strategies to evaluate
whether genetic variants may play a role in immune recovery (Naicker et al., 2012;
Resino et al., 2019). Thirty one studies (Ahuja et al., 2009; Aklillu et al., 2013; An et
al., 2003; Bogner et al., 2004; Brumme et al., 2007; Erikstrup et al., 2007; Fellay et
al., 2002; Freitas et al., 2015; Guzman-Fulgencio et al., 2013, 2015; Haas et al.,
2006; Habtewold et al., 2011; Hartling et al., 2014; Lopez Aspiroz et al., 2013;
Masebe et al., 2012; Nasi et al., 2005; Ngaimisi et al., 2013; Ogola et al., 2014;
Oluka et al., 2015; Oriol-Tordera et al., 2017; Parathyras et al., 2009; Price et al.,
2001, 2004, Puissant et al., 2006; Queiroz et al., 2017; Rauch et al., 2008; Rigato
et al., 2008; Said et al., 2016; Sarfo et al., 2014; Thagrner et al., 2016; Yong et al.,
2016) evaluated immune recovery using CD4 cell count as continuous variable.
Sixteen (51.6%) were longitudinal studies with following up times varying from one
to three years. Fifteen (48.4%) were cross-sectional studies using different
timepoints to obtain CD4 cell count. Eleven (35.4%) articles with baseline defined
before starting antiretroviral therapy (Ahuja et al., 2009; Brumme et al., 2007;
Habtewold et al., 2011; Nasi et al., 2005; Ogola et al., 2014; Oriol-Tordera et al.,
2017; Price et al., 2001, 2004; Rigato et al., 2008; Thgrner et al., 2016; Yong et al.,
2016), 11 (35.4%) studies defining it at the start of therapy (Aklillu et al., 2013;
Bogner et al., 2004; Erikstrup et al., 2007; Haas et al., 2006; Hartling et al., 2014,
Masebe et al., 2012; Ngaimisi et al., 2013; Oluka et al., 2015; Puissant et al., 2006;
Rauch et al., 2008; Said et al., 2016) while 9 (29%) defined it after antiretroviral
therapy (An et al., 2003; Fellay et al., 2002; Freitas et al., 2015; Guzman-Fulgencio
et al., 2013, 2015; Lépez Aspiroz et al., 2013; Parathyras et al., 2009; Queiroz et
al., 2017; Sarfo et al., 2014).

Dichotomization stratifying subjects in two groups IR/INR using cutoffs on CD4 cell
count was employed in 20 studies (Andrade-Santos et al., 2019; Chan et al., 2016;
Coelho et al., 2018; El-Beeli et al., 2016; Fernandez et al., 2006; Garcia et al., 2019;
Kulkarni et al., 2008; Laurichesse et al., 2010, 2007; Li et al., 2005; Masson et al.,
2018; Medrano et al., 2018; Nguyen et al., 2004; Passam et al., 2005; Rajasuriar et
al., 2012, 2010; Restrepo et al., 2019; Shrestha et al., 2010; Soria et al., 2011;
Yamashita et al., 2001). Seven (35%) were longitudinal studies with following up
times varying from one to 11 years. Thirteen (65%) were cross-sectional studies

using different timepoints to obtain CD4 cell count. Issues on baseline definition was
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also observed with 8 (40%) articles setting baseline before antiretroviral (El-Beeli et
al., 2016; Fernandez et al., 2006; Masson et al., 2018; Medrano et al., 2018; Passam
et al., 2005; Rajasuriar et al., 2010; Shrestha et al., 2010; Yamashita et al., 2001),
6 (30%) studies defining it at the start of therapy (Chan et al., 2016; Garcia et al.,
2019; Kulkarni et al., 2008; Nguyen et al., 2004; Restrepo et al., 2019; Soria et al.,
2011) while 6 (30%) defined it after antiretroviral therapy (Andrade-Santos et al.,
2019; Coelho et al., 2018; Laurichesse et al., 2010, 2007; Li et al., 2005; Rajasuriar
et al., 2012).

Another important divergence was found on the strategies to define IR/INR
subjects. Studies have used (1) CD4 cell count relative change from a time point
(e.g. IR subjects reached 30% or more in CD4 cell count in two consecutive
measurements during follow-up (Coelho et al., 2018); (2) absolute change from time
point (e.g. IR subjects gained 50 cells/uL of CD4 in the first 6 months and 100
cells/pL in the 12th month of follow-up (Laurichesse et al., 2007); (3) applied one
cutoffs at specific time point (e.g. IR subjected presented CD4 count greater than
400 cells/pL (Fernandez et al., 2006; Gomez-Mora et al., 2017c). It is relevant to
note that dissimilar time points were found across all strategies. Taken together all
20 studies that evaluated genetic association with immune recovery using CD4 cell
count as a categorical variable have a nonreplicated outcome definition making
impossible any objective comparison among them (e.g., metanalysis).

Our results indicated 177 variants in 64 genes have been investigated being
associated with immune recovery in HIV infected patients: ABCB1 (Coelho et al.,
2018; Fellay et al., 2002; Masebe et al., 2012; Parathyras et al., 2009), ABCC1
(Coelho et al., 2018), ABCG2 (Coelho et al., 2018), AKT1 (Masson et al., 2018),
APOAS5 (Chan et al., 2016; Lépez Aspiroz et al., 2013), APOC3 (Chan et al., 2016),
APOE (Chan et al., 2016), BAT1 (Fernandez et al., 2006), BIM (Haas et al., 2006),
CAR (Sarfo et al., 2014), CARDS8 (Andrade-Santos et al., 2019), CASPASES (Haas
et al., 2006), CCL3L1CCRS5 (Ahuja et al., 2009; Aklillu et al., 2013; Kulkarni et al.,
2008), CCL5

(Coelho et al., 2018; Restrepo et al., 2019), CCR2 (Bogner et al., 2004; Nguyen et
al., 2004; Passam et al., 2005; Puissant et al., 2006; Restrepo et al., 2019; Rigato
et al., 2008; Yamashita et al., 2001), CCR5 (Bogner et al., 2004; Fernandez et al.,
2006; Laurichesse et al., 2010, 2007; Li et al., 2005; Nguyen et al., 2004; Passam
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et al., 2005; Puissant et al., 2006; Rigato et al., 2008; Yamashita et al., 2001), CD14
(Yong et al., 2016), CDH13 (Lopez Aspiroz et al., 2013), CX3CR1 (Puissant et al.,
2006), CXCL12(SDF1) (Bogner et al., 2004; Fernandez et al., 2006; L6pez Aspiroz
et al., 2013; Passam et al., 2005; Puissant et al., 2006; Restrepo et al., 2019; Rigato
et al., 2008), CYP1A2 (Coelho et al., 2018), CYP2A6 (Coelho et al., 2018; Sarfo et
al., 2014), CYP2B6 (Coelho et al., 2018; Habtewold et al., 2011; Masebe et al.,
2012; Ngaimisi et al., 2013; Oluka et al., 2015; Parathyras et al., 2009; Queiroz et
al., 2017; Sarfo et al., 2014), CYP3A4 (Coelho et al., 2018; Parathyras et al., 2009),
CYP3A5 (Habtewold et al., 2011; Ngaimisi et al., 2013), FAS (Coelho et al., 2018;
Nasi et al., 2005), HCP5 (Tharner et al., 2016), HLA (Ahuja et al., 2009; Brumme et
al., 2007; El-Beeli et al., 2016; Oriol-Tordera et al., 2017; Price et al., 2001; Rauch
et al., 2008; Soria et al., 2011; Tharner et al., 2016), IFI16 (Andrade-Santos et al.,
2019) IFN (An et al., 2003; Coelho et al., 2018; Freitas et al., 2015; Garcia et al.,
2019; Haas et al., 2006), IL10 (Coelho et al., 2018; Erikstrup et al., 2007; Fernandez
et al., 2006; Naicker et al., 2012; Shrestha et al., 2010), ILLORA (Coelho et al., 2018;
Fernandez et al., 2006; Shrestha et al., 2010), ILLORB (Shrestha et al., 2010), IL12B
(Fernandez et al., 2006), IL15 (Coelho et al., 2018; Garcia et al., 2019; Haas et al.,
2006), IL18 (Andrade-Santos et al., 2019), IL19 (Garcia et al., 2019; Shrestha et al.,
2010), IL1A (Fernandez et al., 2006; Price et al., 2004), IL1B (Andrade-Santos et
al., 2019; Coelho et al., 2018; Fernandez et al., 2006), IL2 (Coelho et al., 2018),
IL20 (Shrestha et al., 2010), IL23R (Ogola et al., 2014), IL24 (Shrestha et al., 2010),
IL2R (Haas et al., 2006), IL2Rb (Haas et al., 2006), IL4 (Coelho et al., 2018;
Fernandez et al., 2006), IL6 (Fernandez et al., 2006; Freitas et al., 2015), IL7R
(Coelho et al., 2018; Guzman-Fulgencio et al., 2015; Haas et al., 2006; Hartling et
al., 2014; Rajasuriar et al., 2010; Resino et al., 2019), IL7RA (Hartling et al., 2014),
mtDNA Haplogroups (Guzman-Fulgencio et al., 2013; Medrano et al., 2018), NLRP3
(Andrade-Santos et al., 2019), NR113 (Coelho et al., 2018), SLC22A6 (Coelho et al.,
2018), SLC2A1 (Masson et al., 2018), SLC2A1AS1 (Masson et al., 2018), SLCO1B1
(Ngaimisi et al., 2013), TGF (Freitas et al., 2015), TLR4 (Said et al., 2016; Yong et
al., 2016), TNF (Erikstrup et al., 2007; Fernandez et al., 2006; Freitas et al., 2015;
Haas et al.,, 2006), TNFRII (Haas et al., 2006), TNFRSF1A (Haas et al., 2006),
TRAIL (Haas et al., 2006), UGT2B7 (Habtewold et al., 2011; Ngaimisi et al., 2013;
Sarfo et al., 2014), ZNRD1ASP (Thgrner et al., 2016). Although some variants



68

were evaluated in multiple studies, no meta-analysis was conducted due to extreme
divergence on outcome definition. The single most studied variant was the
CCRb5delta32 (rs333) (8) (Bogner et al., 2004; Fernandez et al., 2006; Laurichesse
et al., 2010, 2007; Passam et al., 2005; Puissant et al., 2006; Rigato et al., 2008;
Yamashita et al., 2001). Studies used from 3 months up to 8,5 years of follow-up.
We observed differences on definition of baseline with four studies using before the
beginning of ART (Fernandez et al., 2006; Passam et al., 2005; Rigato et al., 2008;
Yamashita et al., 2001), two studies after the beginning of ART (Laurichesse et al.,
2010, 2007) or other two studies at the beginning of ART (Bogner et al., 2004;
Puissant et al., 2006). Five studies (Fernandez et al., 2006; Laurichesse et al., 2010,
2007; Passam et al., 2005; Yamashita et al., 2001) stratified subjects in IR/INR each
using different cutoff points while other four monitored mean CD4 over time (Bogner
et al., 2004; Puissant et al., 2006; Rigato et al., 2008; Yamashita et al., 2001). The
genetic variant rs1799864 in the CCR2 gene was the second most studied genetic
variant identified in this review (Bogner et al., 2004; Nguyen et al., 2004; Passam et
al., 2005; Puissant et al., 2006; Restrepo et al., 2019; Rigato et al., 2008; Yamashita
et al., 2001). Here, studies used from three months up to seven years of follow up.
While three studies monitored mean CD4 over time (Bogner et al., 2004; Puissant
et al., 2006; Rigato et al., 2008), other four studies stratified samples in IR/INR using
different criteria (Nguyen et al., 2004; Passam et al., 2005; Restrepo et al., 2019;
Yamashita et al., 2001).

Discussion

Our systematic review identified 64 genes involved in the recovery of CD4. The
most frequent and associated polymorphisms in immune recovery in individuals with
HIV were CCR5delta32 (rs333) and rs1799864 for the CCR2 gene. However, since
some of the studies did not report the regularity of the measurement or did not even
define the point in time when the mean CD4 was measured, the association of
genetic data with immune recovery was impaired (Table 1). Another limitation of our
analysis occurred by the method of observation of recovery of CD4. While part of
the studies analyzed the mean CD4 over a given period, others stratified the sample
in IR and INR (Figure 2).

However, the method chosen for the analysis of immune recovery was broad and

differed between studies, making it impossible to group information. The
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phenotype/genotype relationship when described by the studies, did not show any
similarity as to defining phenotype method, turning it impossible to further research.
No consensus was observed on the outcome definition throughout included genetic
association studies (Figure 2, Table 1). Heterogeneity was found regarding how to
analyze CD4 cell count (continuous and/or categorical variable), study design
(longitudinal and/or cross sectional) and on baseline definition (set at the time of
ART initiation before ART initiation or after ART initiation).

Another factor pointed out in this review was the identification of few studies in Latin
American countries (6) reporting on the association of genetic polymorphisms with
immune reconstitution in individuals with HIV, most studies covered samples with
European and African ancestry. A point to be highlighted in this work is that the data
included were based on the results of a systematic review, with a clearly defined
research strategy that sought relevant articles on the topic. However, our research
had limitations, because although MEDLINE was the search platform, it did not
include another large database. Despite the deficiencies discussed above, this
review is the first carried out to date that seeks to study the association of genetic
polymorphisms in the recovery of CD4 cells in individuals living with HIV.
Confidence in our results increases the expectation that future studies will be
carried out based on the limitations identified in this review and thus obtain concrete

results regarding this phenotype/genotype relationship.

Conclusion

The lack of a standardized method for monitoring immune recovery and the
genotypic description identified in the studies prevented further analysis and an
exponential result on the topic, e.g., meta-analysis. Considering the countless
challenges pointed out and the limitations described, it is interesting that future
studies use standardized methods regarding the way of observing immune recovery,

so that there are evidences of an association with genetic polymorphisms.

Supporting Information
Checklist. PRISMA Guidelines.
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Figure 2. Comparative Studies on CD4+ T Cell Recovery Across Methods. Note: Parentheses indicate studies that reported the outcome method; all studies
demonstrated differences in immune recovery assessment. Abbreviations: Long. Longitudinal studies; CS. Cross-sectional studie



Appendix 3. Table 1. Phenotype definition according to studies for each genetic polymorphism.
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. . CD4 and
Gene Polymorphism Studies  Publication date Follow up  time Monltorgd mean CD4 !R/INR IR/INR
range (different) (different) (different)
ABCB1 rs1045642 3 2002-2009 3 — 12 months 3(3)
CCL3L1, CCRS CCL3L1, CCR5 3 2007-2013 3 months — 9 years 2(2) 1
CCR2 rs1799864 7 2001-2019 3 months — 7 years 3 (2) - 1 not shown method 3 (3)
CCR5 rs333 (CCR5 delta 32) 8 2001-2014 3 months —8,5years 3 (2) - 1 not shown method 5 (5)
CCR5 rs1799987 4 2001-2014 3 months — 8,5years 1 3(3)
C(>S<SI|E11§ rs1801157 6 2004-2019 3 months — 8,5 years 3 (2) - 1 not shown method 3(3)
CYP2B6 rs3745274 6 2009-2017 3 months — 18 years 6 (5) - 1 not shown method
IL10 rs1800872 3 2007-2011 3 months — 3 years 1 1 1
IL10 rs1800896 4 2007-2015 3 months —8,5years 2 (2) 1 1
ILYTR rs11567762 4 2010-2018 3 months — 11 years 1 3 (3)
ILYTR rs1494555 3 2012-2018 3 months — 5 years 1 2 (2)
IL7R rs3194051 3 2012-2018 3 months — 5 years 1 2(2)
ILYTR rs6897932 6 2010-2019 3 months — 11 years 2(2) 3 (3) 1
ILYTR rs987106 3 2012-2018 3 months — 5 years 1 2
TNF rs1800629 4 2006-2015 3 months —8,5years 3 (3) 1

Note: Studies that presented less than three SNPs for each gene were not included in the table.



Appendix 4. Table 2. Definition of immune reconstitution according to several authors.
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INR definition

IR definition

Reference

T CD4 < 200 cells/pL — in 12 months. Viral failure defined
in 2 200 copies/mm?3 — two consecutive exams (4 weeks
break)

T CD4 = 200 cells/uL in 12 months

(BRASIL, 2018b)

T CD4 < 250 cells/pL in 6 months. Viral failure defined in =

1000 copies/mm3two consecutive exams (3 months break)

T CD4 = 250 cells/uL in 6 months

(WHO, 2017a)

Total T CD4 cell count < 500 cells/uL in 212 years after start

of ART. Undetectable HIV viral load

Total T CD4 cell count > 500 cells/uL in 2 to 12 years after

ART start. Undetectable HIV viral load

(Girard et al., 2016; Jarrin et al.,

2015; Kaufmann et al., 2005; Kim;

Yi; Lee, 2015; Norris et al., 2016;
Saison et al., 2014)

Increase in T CD4 count < 200 cells/pL of baseline up to 7
years after onset of ART. HIV viral load < 200 copies/mm?3

Increase in T CD4 count > 500 cells/uL of baseline in 7
years after ART start. HIV viral load < 200 copies/mm3

(Delobel et al., 2006)

Increase in T CD4 count < 20% of baseline and/or T CD4
count < 200 cells/uL in 13 years after onset of ART. HIV
viral load < 50 copies/mm?3

Increase in T CD4 count > 20% of baseline and/or T
CD4 count > 200 cells/uL in 13 years after onset of ART.
HIV viral load < 50 copies/mm?3

(Engsig et al., 2010; Isgro et al.,
2008; Marziali et al., 2006)

Increase in T CD4 count <100 cells/uL of baseline in 1 year

after onset of ART. HIV viral load < 50 copies/mm?3

Increase in T CD4 count > 100 cells/pL of baseline in 1
year after onset of ART. HIV viral load < 50 copies/mm?3

(Goicoechea et al., 2006)

Increase in T CD4 count <50 cells/pL of baseline in 39
months after ART start. Undetectable HIV viral load

Increase in T CD4 count > 50 cells/pL of baseline in 39
months ART start. Undetectable HIV viral load

(Baker et al., 2008; Tan et al.,
2008)

Total T CD4 cell count < 200 cells/pL at 2 years after ART
start. Undetectable HIV viral load

Total T CD4 cell count > 500 cells/uL at 2 years ART start.

Undetectable HIV viral load

(Gaardbo et al., 2014; Marchetti et
al., 2010)
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Increase in T CD4 count < 200 cells/pL of baseline in 1 year Increase in T CD4 count > 200 cells/uL of baseline in 1

after ART start. HIV viral load < 50 copies/mm?3

year after ART start. HIV viral load< 50 copies/mm3 (Woelk et al., 2010)

Total T CD4 cell count < 350 cells/uL at 2 years after ART
start. HIV viral load < 50 copies/mm3

(Gémez-Mora et al., 2017a;
Massanella et al., 2010, 2015;
Negredo et al., 2010)

Total T CD4 cell count > 400 cells/uL at 2 years after ART
start. HIV viral load< 50 copies/mm?3

Total T CD4 cell count < 350 cells/pL and/or increase of T
CD4 count < 30% of baseline at 110 years after ART start.
Undetectable HIV viral load

Total T CD4 cell count > 350 cells/pL and/or increase of
T CD4 count > 30% of baseline at 110 years after ART
start. Undetectable HIV viral load

(Gomez-Mora et al., 2017a;
Naftalin et al., 2015; Tincati et al.,
2016; Younes et al., 2018)

Total T CD4 cell count < 500 cells/uL and T CD4/ TCD8
ratio < 1 in 8 years after ART start. HIV viral load < 50
copies/mm?3

Total T CD4 cell count > 900 cells/uL and T CD4/ TCD8
ratio < 1 in 8 years after ART start. HIV viral load< 50
copies/mm3

(Menkova-Garnier et al., 2016)

Increase in T CD4 count < 400 cells/pL of baseline in 5
years after ART start. Undetectable HIV viral load

Increase in T CD4 count > 400 cells/uL of baseline in 5

years after ART start. Undetectable HIV viral load (Bader et al., 2016)

Total T CD4 cell count < 350 cells/pL at 2 years after ART
start. Undetectable HIV viral load

(Bandera et al., 2018;
GomezMora et al., 2017c; Luo
etal.,

2017; Nguyen et al., 2016)

Total T CD4 cell count > 500 cells/uL at 2 years after ART
start. Undetectable HIV viral load

Total T CD4 cell count < 400 cells/uL at 2 years after ART
start. HIV viral load < 20 copies/mm3

Total T CD4 cell count > 600 cells/uL at 2 years after ART

start. HIV viral load < 20 copies/mm3 (Stiksrud et al., 2016, 2019)

Total T CD4 cell count < 250 cells/uL at 23 years after ART
start. Com Undetectable HIV viral load

(Rodriguez-Gallego et al., 2018;
Rosado-Sanchez et al., 2017,
2018, 2019)

Total T CD4 cell count > 250 cells/uL at 23 years after ART
start. Undetectable HIV viral load

Increase in T CD4 count < 50 cells/uL of baseline in 1 year
after ART start. HIV viral load< 40 copies/mm3

Increase in T CD4 count > 100 cells/pL of baseline in 1

year after ART start. HIV viral load < 40 copies/mm?3 (Shete et al.,, 2019)

Total T CD4 count < 270 cells/uL in 2 years after ART start.
Undetectable HIV viral load

Total T CD4 count > 270 cells/uL in 2 years after ART start.

Undetectable HIV viral load (Agrati et al., 2019)

Adapted from: (Ministério da Saude, 2018; WHO, 2017; Yang et al., 2020).
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4.2 Capitulo 2: Estudo de associacao primario

Este capitulo corresponde a elaboracdo de um estudo primario a fim de
identificar a associacdo de fatores clinicos, epidemiolégicos e genéticos na
reconstituicdo imune em individuos vivendo com o HIV.

Foram recrutados para esse estudo 417 individuos entre os anos de 2018 e
2020. As caracteristicas demograficas da amostra estéo especificadas na tabela 4. O
grupo com maior predominancia de infectados foi o sexo masculino (57%). A etnia
autodeclarada apresentou uma maioria parda, com frequéncia de 44%. O tempo entre
o diagnostico e o inicio da terapia variou entre 0 e nove meses, com mediana de 1,2
meses.

Tabela 4.Representacédo das caracteristicas epidemiolégicas da populagcao
deste estudo.

Caracterizacao epidemiolégica da amostra

Sexo
Masculino

Feminino

n (%)
240 (57,5%)
177(42,5%)

Idade ao diagnostico HIV (anos)
Geral
Homens

Mulheres

média/mediana/dp
35/33/11
35/33/11
34/33/11

Idade ao inicio tratamento (anos)

média/mediana/dp

Geral 35/34/11
Homens 35/34/11
Mulheres 35/34/11
Etnia autodeclarada n (%)
Pardo 184 (44%)
Branco 79 (19%)
Preto 44 (10,5%)
Amarelo 4 (1%)
Indigena 4 (1%)

N&o informado

102 (24,5%)

O acompanhamento clinico caracterizado pela entrada do individuo no servigo
estando ou ndo sob tratamento apresentou uma meédia de 5,7 anos conforme
representado na tabela 5. Em relac&o a terapia antirretroviral foi observado que 28%

da amostra estava em uso do esquema AZT/3TC/EFZ e menos da metade (33%) sob
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0 esquema TDF/3TC/DTG. A troca dos esquemas terapéuticos durante o periodo de
acompanhamento clinico foi observado em 24 individuos a substituicdo do esquema
AZT/3TC/EFZ para TDF/3TC/EFZ, e em seis individuos a substituicdo de

TDF/3TC/EFZ por TDF/3TC/DTG.

Tabela 5.Caracterizacéo clinica dos individuos com HIV sob TARV.

Caracterizagao clinica da amostra

Esquema terapéutico
AZT/3TC/EFZ
TDF/3TC/EFZ
TDF/3TC/DTG

n (%)
116 (28%)
142 (34%)
139 (33%)

Tempo de acompanhamento clinico (meses)

média/mediana/dp

70/52,5/59
Tempo de acompanhamento clinico em meses: n (%)
<12 57 (14%)
>0 ou <48 202 (48%)
> 48 ou < 84 78 (19%)
> 84 137 (33%)

Tempo de tratamento (meses)

média/mediana/dp
62,4/43/56,4

Tempo de tratamento em meses
<12

>0o0u<48

> 48 ou < 84

> 84

n (%)
71 (17%)
226 (54%)
77 (18%)
114 (27%)

Legenda: TARV -Terapia Antirretroviral.

Foi observado que 90% dos individuos (374) estavam iniciando o esquema
terapéutico (terapia naive) e a idade média geral ao inicio da terapia antirretroviral foi
de 35 anos. Quanto ao tempo de tratamento foi observado que 54% dos pacientes
estavam sob terapia antirretroviral ha pelo menos quatro anos, 18% de quatro a sete
anos e 27% ha mais de sete anos. Um percentual de 9,5% de nossa amostra estava

em tratamento ha mais de 10 anos.
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4.2.1 Reconstituicdo imune da populacédo em estudo

Selecionamos pacientes cronicamente infectados pelo HIV independente da
contagem de células T CD4 e carga viral (Tabela 6). Para a reconstituicdo imune a
amostra foi estratificada de acordo com a contagem de células T CD4. A média geral
de células T CD4 basal na populacdo em estudo foi de 322 céls/uL. O grupo
representado pelo sexo masculino apresentou uma média geral de 504 céls/uL contra
571 céls/puL do sexo feminino. Individuos que iniciaram a terapia antirretroviral com
uma meédia < 350 céls/pL de baseline (n=230) apresentaram uma média na contagem
de T CD4 de 528,66 céls/uL ao ultimo exame realizado. J& para 0s que iniciaram a
terapia antirretroviral com média na contagem de T CD4 basal > 350 céls/u
apresentaram ao ultimo exame realizado uma média de 720,63 céls/pL (n=144).

Ao analisar a carga viral dos pacientes, observou-se que a média da primeira
carga viral (antes do inicio da terapia antirretroviral) foi de 5,16 log;, cOpias/mm3.
Aproximadamente 57% dos individuos (n = 237) ingressaram no Servico com carga
viral superior a 10.000 cépias/mm3, enquanto 346 pacientes (83%) apresentaram
carga viral inferior a 40 copias/mms3 no dltimo exame realizado. O sucesso viroldgico,
definido como carga viral < 40 cépias/pL, foi alcangado por 53% da amostra no
primeiro ano de terapia antirretroviral.

Além disso, os homens apresentaram cargas virais mais elevadas que as
mulheres, tanto no primeiro ano de terapia antirretroviral (6,66 vs. 6,34 logio
cOpias/mm3) quanto ao longo de todo o periodo observado (6,75 vs. 6,45 logi,
copias/mm3). Todos os valores de carga viral foram ajustados para escala logio
(Tabela 6).
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Perfil imunoldgico e carga viral da amostra

Primeira contagem de linfocitos T CD4 (céls/uL)

Contagem de linfécitos T CD4 (céls/pL):

< 200
> 200 a <350
> 350 a <500
> 500

média/mediana/dp
387/ 343/ 298
n (%)

130 (31%)
80 (19%)
94 (22%)
113 (27%)

Baseline de linfocitos T CD4 (céls/puL) — (n 374)

Contagem de linfécitos T CD4 em individuos com baseline

de (céls/pL):

média/mediana/dp
322/ 293/ 249

n (%)

<200 129 (34%)
> 200 a < 350 101 (27%)
> 350 a < 500 86 (23%)
> 500 58 (16%)
. o média/mediana/dp
Ultima contagem de linfocitos T CD4 (céls/uL)

614/ 580/ 303
Ultima contagem de linfécitos T CD4 (céls/uL): n (%)
<200 25 (6%)
> 200 a < 350 55 (13%)
> 350 a < 500 80 (19%)
> 500 257 (62%)

Baseline carga viral (copias/mm?)

média/mediana/dp

147.075/ 18.033/ 524.140

Baseline viral — HIV (cépias/mm?) n (%)
Baseline viral = 10.000 237 (57%)
Baseline viral < 40 25 (6%)

Ultima carga viral (copias/mm?)

Ultima carga viral (copias/mm?)
Individuos com ultima carga viral = 10.000
Individuos com ultima carga viral < 40

média/mediana/dp
7.519/ 40/ 69.088

n (%)
18 (4%)
346 (83%)

Ao comparar a cinética das células T CD4 em diferentes valores basais no inicio

da terapia antirretroviral, observou-se que individuos que iniciaram o tratamento com

contagem média de T CD4 inferior a 200 céls/pL tiveram dificuldade em alcancar

valores satisfatérios dessas células (= 500 céls/uL), conforme demonstrado na Tabela

7. Dos 129 individuos (34%) que iniciaram a terapia com contagem média < 200

céls/uL, apenas 57 (44%) conseguiram atingir contagem média de T CD4 superior a

500 céls/pL.

Por outro lado, entre os 245 individuos (66%) que iniciaram a terapia

antirretroviral com contagem média de T CD4 > 200 céls/uL, 199 (81%) alcangaram
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contagem média superior a 500 céls/uL até o 7° ano de tratamento, conforme ilustrado
na Figura 7.

Além disso, nosso estudo identificou que, ao longo do tempo, ocorre uma
reducdo no ganho de células T CD4 em individuos sob terapia antirretroviral. Nos
primeiros seis meses de tratamento, observou-se o aumento mais significativo dessas
células (20 céls/uL/més), que diminuiu aos dois anos (10 céls/uL/més) e alcancou
apenas 3 céls/pL/més aos sete anos. A Figura 8 ilustra a recuperacao dos linfécitos T
CD4 em diferentes periodos de acompanhamento desses pacientes.

Tabela 7. Contagem média de células T CD4 em individuos sob TARV: 6 meses,
2 anos e 7 anos

Cinética de células T CD4 ao longo do tempo

Média de CD4+ sob <200 > 200 e < 350 > 350 e <500 > 500
TARV (n=129) (n=101) (n=86) (n=58)
Baseline 94,42 (n=129) 281,69 (n=101) 422,05 (n=86) 749,86 (n=58)
1-6 meses 221,74 (n=102) 414,86 (n=68) 542,03 (n=60) 769,33 (n=42)
7-24 meses 340,86 (n=113) 504,49 (n=88) 639,62 (N=72) 921 (n=42)
25-84 meses 495,69 (n=93) 607,65 (n=80) 711,46 (n=55) 758,19 (n=31)

Legenda: TARV -Terapia Antirretroviral.

Cinética de T CD4 ao longo do tempo

—4— <200 (n=129) >200 e <350 (n=101) =A—>350 e <500 (n=86) ==>¢=>500 (n=58)

1000
900
800 A
700 ol
600
500
400
300
200
100

0

Média T CD4 Média T CD4 1-6 Média T CD4 24 Média T CD4 7 ANOS
BASELINE MESES MESES

Figura 7. Recuperacgdo de células T CD4 sob diferentes valores basais. Individuos que iniciaram a
terapia antirretroviral com média basal < 200 céls/uL n&o atingiram média = 500 céls/uL de células T
CD4 em nenhum momento do acompanhamento clinico.
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Figura 8. Recuperacao de células T CD4 sob terapia antirretroviral. O aumento de células T CD4 é
representado por diferentes recortes no tempo e observado a recuperacéo destas células diminui ao
longo dos anos sob terapia.

4.2.2 Inferéncia das hipéteses clinicas e epidemiolégicas na recuperacao de
células T CDA4.

Na inferéncia das hipGteses das caracteristicas clinicas e epidemiologicas
(tabela 8), identificamos que o sexo masculino apresentou menor recuperacao de
células T CD4 quando comparado ao sexo feminino (p < 0,01). A idade ao diagndstico
e ao inicio do tratamento contribuiram significativamente com a cinética de T CD4, no
qgual em individuos sob terapia, o incremento de dez anos esteve associado a uma
queda de aproximadamente 27 céls/uL na média de T CD4. Quanto a influéncia da
carga viral sobre a contagem de células T CD4, foi observado que para 10 cépias/mm?3
h&a uma diminuicdo em média de 79 céls/uL. Importante destacar que o modelo para
a carga viral foi ajustado na escala logaritmica (log10) e, por isso, sua interpretacédo
em numero de copias nao é linear. O uso do esquema terapéutico AZT/3TC/EFZ foi
associado a um menor numero de células T CD4 quando comparados a individuos
sob outros esquemas terapéuticos (p < 0,01).

Em relacdo as hipoteses que favoreceram a recuperacdo de T CD4,
identificamos que o tempo de tratamento apresentou um efeito positivo na contagem
destas células, no qual para cada ano sob terapia ha um acréscimo em média de 22
céls/uL de T CD4 (tabela 8).
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Tabela 8. Analise univariada das hipoteses clinicas e epidemioldgicas na
recuperacao de células T CD4 em individuos sob TARV

s - Ep
0,
Variavel n (%) Coeficiente Coef GL t p
Feminino 177 (42,5) 602,29 20,02 3328 30
Sexo (n=417) 0,017
Masculino 240 (57,5) 63,6 26,56 398 2
; fati Intercepto 666,6 43,03 3328 15
Idéi;no diagnéstico 417 (100) 0,014
(n=417) Idade (anos) 2,9 1,18 398 2,45
Idade no inicio do Intercepto (100) 662,8 4451 3328 14
c 417 (100 0,023
tratamento (n=417)  |gade (anos) 2,7 12 398 2,27
Amarelo 4 (1) 619,6 127,44 2560 4
Branco 79 (25) 51,0 131,05 294 0,38
(Entgéig;mdec'arada Indigena 4 (1) 61,4 182,52 294 0,33 0,988
Preto 44 (14) 30,0 133,28 294 0,22
Pardo 184 (58) 45,1 129,01 294 0,35
. Intercepto 717,0 15,52 3328 46
Carga viral em log10 i 417 (100) 001
(n=417) Ca}rga viral , 4.42 3328 17 '
(cHdpias/mm3) 79
Intercepto 499,0 13,63 3328 36
Te_rr;g;; de tratamento 417 (100) 0,01
(n=417) Tempo (dias) 0,06 0 3328 21
Esquema Nao 559,1 13,87 3328 40
142 (34) 0,095
Esquema Nao 569,7 14,75 3328 38
TDF/3TC/DTG Sim 139 (33) 14,4 25,83 3328 0,55 0576
Esquema Nao 594,5 13,72 3328 43
AZTI3TC/EFZ Sim 116 (28) 147.,6 13,29 3328 11,10 0,01

Legenda: TARV -Terapia Antirretroviral. Limite de corte para inclusdo na anélise multivariada: valor de
p <0,2.

4.2.3 Genotipagem

Foi realizado genotipagem em toda a amostra e as frequéncias observadas
para os genes DRD2, DRD3, DRD4 e SLC6A3 estiveram em equilibrio de
HardyWeinberg. As frequéncias alélicas e genotipicas para todos os loci, bem como
o equilibrio de HardyWeinberg estdo sumarizados na tabela 9.
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Tabela 9.Frequéncia alélica e genotipica para os SNPs DRD2; DRD3, DRD4 e
SLC6A3.

Equilibrio de Dados
Variante Frequéncia n (%) HardyWeinberg (p .
valor) faltantes (%)
AIA 44 (10)
DRD2
rs1800497 VO 192 (46) 0,58 0,2
G/G 180 (43)
G 0,89
ci/C 136 (33)
DRD3 CIT 199 (48)
0,68 0,5
rs6280 T 80 (19)
C 0,81
CIC 77 (18)
DRD4
CIT 196 (47)
rs1800955 T 140 (34) 0,61 1,0
T 0,81
CIC 274 (66)
SLC6A3 CIT 127 (30)
rs27072  TIT 14 (3) 1,00 0.5
C 0,96

4.2.4 Inferéncia das variaveis genéticas narecuperacao de células T CDA4.

Com o objetivo de identificar qual estrutura genotipica melhor explicaria a
dindmica de células T CD4 ao longo do tempo, foram utilizados os modelos de
dominancia, recessividade, codominancia, heterozigosidade e de efeito aditivo para
cada polimorfismo deste estudo. Conforme observado na tabela 10, nenhum dos
modelos criados para os quatro polimorfismos investigados exerceu influéncia
significativa sobre o fenotipo. Apdés esta analise, tentamos identificar possivel
interacao génica entre os SNPs, entretanto, para todos os desfechos observados nao

foram significativos.
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Tabela 10. Analise univariada da hipGtese genética na recuperacédo de células T
CD4 em individuos sob TARV

Variante Modelo Grupo Coeficiente le)%f GL T p
Dominancia A AA+AG 569,82 17,53 3309 32,49 0,01
GG 7,71 26,83 397 0,28 0,77
Recessividade A AG+GG 561,40 13,98 3309 40,15 0,01
AA 50,77 43,98 397 1,15 0,24
DRD?2 AA 612,17 41,75 3309 14,66 0,01
rs1800497 Codominancia AG 51,41 46,00 396 1,11 0,26
GG 50,06 46,43 396 1,07 0,28
Heterose AA+GG 571,69 18,26 3309 31,29 0,01
AG 10,92 26,58 397 0,41 0,68

Intercepto 556,15 19,12 3309 29,08 0,01
15,40 20,42 397 0,75 0,45
CC+CT 562,79 14,82 3306 37,95 0,01

Modelo aditivo A

Dominancia C

T 1872 3358 396 055 0,57
~ecoscvidade o CTHTT 56084 1614 3306 3473 001

ecessividade cc 1744 2850 396 061 054

cC 57829 2350 3306 24,60 0,01

222[)830 Codominancia cT 2577 3030 395 085 039
T 321 3823 395 008 093

Heterose CC+CT 57951 1851 3306 31,30 0,01

cT 2698 2660 396 101 031

. Intercepto 564,49 25,02 3306 22,55 0,01

Modelo aditivo C 172 1882 396 009 0,92

Dominancia C CC+CT 57657 16,30 3308 3536 0,01

TT 2876 2812 396 102 030

Recessividade C CT+TT 558,12 14,74 3308 37,84 0,01

cc 4615 3377 396 136 017

DRD4 Codomimancia cC 60427 3041 3308 19,86 0,01
rs1800955 CT 3883 3602 395 107 028
TT 5645 3808 395 148 013

Heterose CC+CT 568,24 18,32 3308 31 0,01

cT 281 2663 396 0,10 0091

n Intercepto 544,03 20,74 3308 2622 0,01

Modelo aditivo C 26,78  18.66 396 143 015

Dominancia C CC+CT 56882 1354 3290 42 001

T 7169 7133 396 1 031

Recessividade C CT+TT 579,13 22,53 3290 25,69 0,01

cc 1979 2792 396 0,70 047

. cC 55034 1647 3290 33,95 0,01

?SLZC;%% Codominancia cT 2926 2893 395 101 031
TT 6221 7195 395 086 038

Heterose CC+CT 55607 16,02 3291 3469 0,01

cT 3253 2867 396 113 025

Intercepto 576,72 40,92 3290 14,09 0,01

Modelo aditivo C 6,49 2395 396 0,27 0,78

Legenda: Legenda: TARV -Terapia Antirretroviral; Limite de corte para inclusdo na andlise multivariada:
valor de p <0,2.
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4.3 Anédlise estatistica multivariada

ApoGs andlise das inferéncias dos dados clinicos, epidemiolégicos e das
varidveis genéticas, adotamos o modelo multivariado no qual foram inseridos nesta
proposicdo apenas as variaveis que apresentaram valor p <0,2. Embora termos
identificado na anélise univariada a associacdo da variavel idade ao tratamento ao
fenotipo, optamos por excluir na analise multivariada devido a singularidade com a
varidvel idade ao diagndstico, o que poderia levar ao erro. A tabela 11 apresenta o
resultado da analise multivariada apenas com as variaveis significativamente

associadas ao fenotipo.

Tabela 11. Andlise multivariada das variaveis clinicas e epidemioldgicas na
recuperacao de células T CD4 sob TARV

Variante Coeficiente Ep Coef GL T p
Intercepto 786,57 45 3326 17,47 0,01
Esquema 3326
72,11 12,90 5,58 0,01
AZT/3TC/EFZ
Sexo
) 62,38 25,76 397 2,42 0,01
Masculino
Idade no
) ) 3,05 1,14 397 2,5 0,01
diagnéstico (ano)
Tempo de 0,04 0 3326 15,92 0,01
tratamento (dias)
Carga viral em log10 61,27 4,32 3326 14,15 0,01

Legenda: TARV -Terapia Antirretroviral

Nosso modelo multivariado preditivo final apenas incluiu dados clinicos e
epidemioldgicos. Quatro variaveis foram associadas a diminui¢cdo da contagem média
de células T CD4 (uso do esquema AZT/3TC/EFZ, ser do sexo masculino, idade
avancada ao diagnostico e elevada carga viral). Uma varidvel foi associada ao

aumento da contagem média de células T CD4 (tempo de tratamento).
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5. DISCUSSAO

Em nosso estudo tivemos o interesse de identificar se a condicao clinica,
epidemioldgica e genética de pacientes vivendo com o HIV sob terapia antirretroviral
poderia influenciar a recuperacéo de células T CD4. Embora existam diversos estudos
de associacdo genética realizados nesse contexto, este € o primeiro que analisa a
influéncia de polimorfismos do sistema dopaminérgico na recuperacao de células T
CD4 em uma amostra brasileira.

Na analise dos dados clinicos, nosso estudo demonstrou que individuos do
sexo masculino apresentam maior carga viral e menor nimero na contagem de células
T CD4 em relagdo ao sexo oposto. Estudos em individuos sem tratamento
diagnosticados com HIV mostraram que as mulheres apresentam cargas virais duas
a seis vezes menores do que os homens, além disso representam mais da metade
dos individuos vivendo com HIV em todo o globo (Greenblatt et al., 2019; Means et
al., 2016; Novelli et al., 2020). Explicagbes quanto a esta diferenca clinica é o objetivo
de varios estudos e ainda ndo é totalmente compreendida, entretanto algumas
inferéncias sdo destacadas, hormbnios e variantes genéticas contribuem
significativamente para diferencas relacionadas a resultados de infec¢cdo (Vom Steeg;
Klein, 2016). Mulheres apresentam maior nimero de linfécitos T CD4 circulante do
que os homens, atribuido a diferencas na regulacdo de citocinas e aceleracdo da
apoptose de timdcitos por androgenos masculinos (Al-Mawali et al., 2013). Alguns
estudos apontam que as diferencas sexuais nas contagens de células T CD4 ocorre
especificamente entre mulheres em idade inferior a 50 anos e um biomarcador
gonadal de envelhecimento (funcao folicular ovariana) estaria associado ao grupo de
melhor recuperagao imune (Greenblatt et al., 2019). Em nosso estudo identificamos
uma diferenca na média de células T CD4 entre homens e mulheres de 62 céls/uL,
em concordancia com outro estudo que observou que mulheres tendem a apresentar
de 5176 céls/uL a mais que homens (Means et al., 2016). Além disso, evidéncias
sugerem que homens experimentam maior falha virolégica em relacdo as mulheres
assim como menor ganho na contagem de células T CD4 nos primeiros trés anos sob
terapia antirretroviral (Blanco et al., 2017; Maskew et al., 2013). A interacdo entre
idade e sexo apresentou diferengas na resposta imune e carga viral em outro estudo
no qual homens apresentaram maiores niveis de DNA viral assim como menor numero

de células T CD4, enquanto no sexo oposto estes parametros permaneceram
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menores (Novelli et al., 2020). Por outro lado, um estudo nao identificou associacao
do sexo com a progressao do HIV, no que diz respeito a carga viral, mas, significativa
diferencga da cinética de células T CD4 ao sexo. A mudanga nos niveis de carga viral
foi uniforme para ambos os sexos (Shoko; Chikobvu, 2019). Ja outro estudo destacou
que o sexo feminino apresentou resultados piores que o masculino acerca do
estabelecimento e tamanho da carga viral, mas como destacado pelos proprios
autores fatores confundidores como condigdes socioecondmicas e geograficas podem
ter interferido no desfecho do estudo (Meditz et al., 2011).

Outro fator influenciador na recuperacdo imune se deve a idade ao
diagnéstico e tratamento. Neste estudo, homens e mulheres apresentaram média de
35 anos ao diandstico e inicio da terapia antirretroviral. Na andlise univariada
identificamos que quanto mais cedo o diagndstico e inicio do tratamento melhor sera
o0 ganho de células de T CD4. Nossos achados corroboram com outros estudos que
indicaram que quanto maior a idade do individuo ao diagndéstico, somado ao inicio
tardio do tratamento, menor seré a probabilidade de uma boa resposta na recuperacao
de T CD4, reflexo de perda de funcéo imunoldgica em decorréncia do envelhecimento
(Greenblatt et al., 2019; Means et al., 2016). Entre individuos infectados pelo HIV e
nao infectados, o aumento da idade foi associado a uma diminui¢cdo da proporcéo de
células T CD4 naive (Farhadian et al.,, 2018). A imunosenescéncia pode ser uma
causa e uma consequéncia da ativagcao continua do sistema imunolégico o que leva
a reducdo na producdo do timo e diminuicdo de células T CD4, justificando a
diminuicao destas células na populacdo em idade mais avancada (Corbeau; Reynes,
2011; Viard et al., 2001).

E indicacdo da Organizacdo Mundial da Sautde o inicio imediato da terapia
antirretroviral ap6s o diagnéstico, e um dos fatores se deve a diminuicdo da
recuperacdo de células T CD4 com o passar da idade. Individuos em idade mais
avancada iniciando o tratamento com maior contagem de T CD4 ainda apresentam
reducdo no numero de células quando comparados a individuos mais jovens, iSsoO
pode ser justificado pela diminuicdo na atividade do sistema imunolégico adaptativo
de individuos mais velhos, implicando na velocidade de recuperagcédo das células T
CD4 (Means et al., 2016). A idade no inicio da terapia antirretroviral influencia tanto o
declive de T CD4 quanto a razdo de T CD4/ T CD8 . A idade mais jovem esta
associada a um maior ganho absoluto de células T CD4 e menor tempo para uma

recuperagdo maxima, independente da baseline de T CD4, caracteristica continua a
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longo prazo nestes individuos (Viard et al.,, 2001). A idade ndo sO influencia a
recuperacdo imune mas também os niveis plasmaticos de RNA viral (Viard et al.,
2001a). Entretanto, um estudo de caso e controle envolvendo aproximadamente 5000
individuos no Sul da Africa identificou que a contagem de células T CD4 aumentou
ligeiramente com a idade em individuos néo infectados pelo HIV mas ndo apresentou
um padrdo consistente de ganho destas células em individuos infectados pelo HIV
(Malaza et al., 2013). Embora este estudo ndo tenha identificado influéncia
significativa, outros estudos reforcam ndo so6 a relagédo da idade com a recuperacao
imune mas também com o menor nimero de DNA viral alcancado apés o inicio da
terapia antirretroviral em individuos mais jovens (Means et al., 2016; Novelli et al.,
2020). Reforcando a importancia do diagnostico precoce e do inicio imediato do
tratamento, um estudo acerca do impacto do inicio do tratamento na condi¢&o clinica
do individuo infectado pelo HIV, identificou que o inicio precoce da terapia em até trés
meses apos a infecgdo, diminuiu o reservatorio proviral em células mononucleares de
sangue periférico (Laanani et al., 2015).

Ha uma crescente opinido de que uma contagem de células T CD4
persistentemente baixa durante o tratamento de individuos com HIV € associado ao
aumento do risco de eventos relacionados e nao relacionados a AIDS (Kelly et al.,
2016). A contagem de células T CD4 é um componente essencial no monitoramento
do tratamento do HIV pois prevé a progressao clinica e a sobrevivéncia a curto prazo.
No entanto, 0 monitoramento da contagem de células T CD4 por si s6 ndo prediz a
falha virol6gica, que resulta em troca desnecesséaria de linhas de tratamento e
resisténcia ao esquema terapéutico. A falha virolégica é considerada por alguns
pesquisadores como o melhor preditor da doenca e condicao clinica a longo prazo
(Shoko; Chikobvu, 2019). Em nosso estudo identificamos que a carga viral média dos
pacientes ao iniciar o tratamento foi de 147 mil cépias/mm3. Por outro lado o sucesso
virolégico (< 40 copias/mm?) foi alcancado ainda no primeiro ano de terapia
antirretroviral em 53% da amostra. Uma recuperacao significativa de células T CD4 e
gueda na viremia nos primeiros 12 meses de terapia antirretroviral foi registrado por
outros estudos (Merci et al., 2017; Novelli et al., 2020; Twizerimana et al., 2014).

Embora a maioria dos participantes de nosso estudo tenha alcangado uma
gueda importante da carga viral aos primeiros 12 meses de terapia antirretroviral,
varios pacientes ndo tiveram uma queda expressiva e isso pode sugerir uma falha no

tratamento, associado a fatores como resisténcia viral ou ndo adesao ao tratamento
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(Merci et al., 2017). Pacientes recebendo terapia antirretroviral que alcancam
supressédo duravel da carga viral para 400 cépias/mm?3, é observado um aumento e
manutencdo na contagem de células CD4 por seis anos apos o inicio do tratamento
(Moore; Keruly, 2007).

Por outro lado, a alta carga viral e baixo nimero de células T CD4 de baseline
apresenta influéncia consistente na dificuldade de recuperacédo do sistema imune ao
longo do tempo (Shoko; Chikobvu, 2019). Estudos mostram que 0 monitoramento da
contagem de células T CD4 é o melhor preditivo para a progressdo do HIV/AIDS
(Brennan et al., 2013; Salazar-Vizcaya et al., 2014), ja outros estudos apresentam o
monitoramento da carga viral como melhor preditor (Shoko; Chikobvu, 2019; WHO,
2017b). Embora o monitoramento de células T CD4 e carga viral sdo utilizados
rotineiramente para controle da progressao do HIV/AIDS, a carga viral é recomendada
inclusive pela Organizacdo Mundial da Saude como forma mais efetiva no
monitoramento do HIV em pacientes sob terapia antirretroviral. O monitoramento
regular de T CD4 (a cada 36 meses) durante os primeiros dois anos de terapia
antirretroviral e depois anualmente se a contagem de T CD4 permanecer acima de
500 céls/uL mesmo em pacientes comecando com contagens de T CD4 alta (Panel
on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2018).

Como ja bem descrito na literatura a falha em restaurar e manter uma
contagem de células T CD4 > 500 céls/uL considerado comumente como um bom
marcador de recuperacdo imune, além de aumentar o risco de progressao para a
AIDS, esta associado a um aumento de morbimortalidade por doencas
cardiovasculares, hepaticas e cancer (Kelley et al., 2009; Lee et al., 2017). Ou seja, 0
prognostico de individuos infectados com o HIV se correlaciona com os niveis de
células T CD4 durante todo o acompanhamento clinico (Bishop et al., 2016). Em nosso
estudo foi acompanhado a cinética de células T CD4 desde antes do uso da terapia
antirretroviral (baseline) até o Ultimo exame realizado no momento da coleta dos
dados. Foi realizado varios recortes no tempo e em diferentes baselines para analise
do acompanhamento de T CD4. Varios estudos apontam que quanto mais cedo o
inicio da terapia antirretroviral melhor serd a manutencao e recuperagao de células T
CD4 ao longo da vida do individuo com HIV. Um estudo destacou o fato de uma melhor
recuperacédo destas células nos primeiros seis meses de terapia antirretroviral (2030

céls/uL por més) e com uma diminuicdo importante aos dois anos de tratamento
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(ganho mensal de 510 céls/uL) e ap0Os os quatro anos de tratamento um ganho mensal
de 25 céls/uL (Corbeau; Reynes, 2011).

Realizamos uma replicacdo desta analise em nossa amostra e foi observado
resultados bem préximos ao destacado por Corbeau e Reynes., 2011. Em nosso
estudo identificamos que os primeiros seis meses de terapia antirretroviral foram
responsaveis por um ganho exponencial de 20 céls/uL ao més de células T CD4, com
uma diminuicdo deste ganho aos dois anos para 10 céls/uL e aos sete anos de
tratamento para trés céls/pL. Um subconjunto de individuos que ndo atingem uma
contagem ideal de células T CD4 até o ano quatro exibem evidéncias de um platé e
podem nédo ser capazes de atingir uma contagem normal de células T CD4. Esses
individuos provavelmente permanecem em risco de desenvolver eventos relacionados
a AIDS (Kelley et al., 2009). Como destacado por outro estudo a recuperacao de
células T CD4 tem uma caracteristica de ser rapida e eficaz nos primeiros trés a seis
meses de tratamento seguido por uma segunda fase gradual de aumento destas
células, entretanto um platd nesta progressao ocorre por volta de quatro a seis anos
apos o inicio da terapia antirretroviral (Lee et al., 2017).

Um aumento significativo de células T CD4 é observado durante o primeiro
ano de terapia antirretroviral, entretanto em baselines com resultados inferiores a 200
céls/uL ha um platé na contagem destas células mais baixo e isso sugere que esperar
para iniciar terapia antirretroviral com contagens de células T CD4 mais baixas resulta
na nao recuperacao imune a niveis desejaveis (Shivakoti et al., 2019). A amostra de
nosso estudo apresentou um ganho médio anual de 137 céls/yL de T CD4, uma
pesquisa com dados semelhantes destacou que um ganho médio > 100 céls/uL/ano
de células T CD4 prediz melhores resultados clinicos. Varios mecanismos sao
responsaveis pelo aumento de T CD4 naive, primeiro o adequado funcionamento do
timo que é responsavel pela producdo destas células e correcdo da meia vida de
células T, segundo a proliferagdo homeostatica das células T CD4 residuais e em
terceiro a extenséo da meia vida de T CD4, este ultimo € um mecanismo responsavel
por sustentar o numero de células T CD4 naive em individuos com idade avancada
nos quais a producéo é prejudicada (Corbeau; Reynes, 2011).

Sob outra perspectiva da analise da cinética de células T CD4, foi observado
gue pacientes que iniciaram a terapia antirretroviral com baseline < 200 céls/pL, pois
mesmo apresentando um aumento exponencial da baseline até o ano sete de

tratamento (ganho de 400 céls/pL), estes individuos ndo foram capazes de alcancar
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o valor minimo ideal de 500 céls/uL de T CD4, valor comumente utilizado para
definicdo de recuperacao imune. Dados semelhantes encontrados em outros estudos
destacam para pacientes que atrasam a terapia até que a contagem de células T CD4
diminua para < 200 céls/uL, podem nunca atingir contagem > 350 céls/uL, mesmo
apos cinco anos de eficacia terapia (Lundgren et al., 2015; Sempa et al., 2019). Em
outro estudo, foi identificado que apenas os pacientes com baseline de T CD4 > 350
céls/uL retornaram a normalizacdo destas células até oito anos sob terapia
antirretroviral (Manaye et al., 2020).

O aumento na contagem de T CD4 nos primeiros anos pos tratamento esta
relacionado a algumas possibilidades tais como: numero de T CD4 préinfeccéo,
redistribuicdo destas células dos tecidos linféides para o sangue periférico (Manaye et
al., 2020). A recuperacao subotima de T CD4 esta associado a baixa contagem de T
CD4 préterapia antirretroviral bem como desequilibrio na razdo de T CD4/CD8 durante
o tratamento (Handoko et al., 2020). Dependendo do mecanismo para esses
resultados imunoldgicos subo6timos, novas abordagens terapéuticas podem ser
necessarias para restaurar a imuno-competéncia nestes individuos (Kelly et al., 2016).
Além disso, apds os primeiros anos sob terapia antirretroviral ocorre uma reducéo
natural na contagem de células T CD4 e os fatores que podem estar envolvidos séo:
envelhecimento leva a um declinio de longo prazo no sistema imune, involucédo do
timo e a propria infeccéo a longo prazo do HIV (Bricefio et al., 2020; Manaye et al.,
2020).

A média geral da baseline de células T CD4 na populacdo de nosso estudo
foi de 322 céls/uL, uma média considerada adequada, entretanto 34,5% dos
participantes apresentaram média de baseline de 94 céls/uL. Esta caracteristica
(baseline < 200 céls/uL) enfrentada por alguns individuos levou ao nédo alcance de
500 céls/uL até o ano sete sob terapia antirretroviral. Como ja demonstrado em outros
estudos, a mé recuperacdo de T CD4 (< 500 céls/uL) esta diretamente associado a
contagem de T CD4 nadir e baseline (Handoko et al., 2020; Manaye et al., 2020).
Outro ponto a ser destacado em nosso estudo foi o fato de individuos que iniciaram a
terapia antirretroviral com baseline < 200 céls/uL apresentaram maior ganho de
células T CD4 ao longo do tempo que individuos que entraram com baseline > 500
céls/uL (401 vs 8 céls/uL). Estudos prévios destacaram que individuos que iniciaram
a terapia antirretroviral com T CD4 nadir mais baixo apresentaram uma maior

recuperacdo de T CD4 posterapia antirretroviral (Fatti et al., 2014; Kulkarni et al.,
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2011). Ja outros trabalhos apontaram que individuos que iniciam a terapia
antirretroviral com T CD4 basal mais alta ha uma contagem maior de células T CD4
pésterapia antirretroviral, independente de outras variaveis (Handoko et al., 2020;
Roul et al., 2018; SALVADOR, 2018).

A recomendacao universal para o inicio precoce da terapia antirretroviral
como estratégia em otimizar os resultados do tratamento representou avancos
significativos (Darraj et al., 2018). A Organizacdo Mundial da Saude recomenda o
inicio da terapia antirretroviral independente da contagem de células T CD4,
entretanto um limite de tolerancia de 350 céls/uL ou decisdo baseada no estagio
clinico da doenca sdo comumente realizados na pratica (Merci et al., 2017; WHO,
2017a). Corroborando com estes dados, observamos em nosso estudo que a
indicacdo de iniciar a terapia antirretroviral antes de uma imunossupressao grave,
favorece a recuperacao imunoldgica. Foi observado uma diferenca na recuperacao de
células T CD4 entre um grupo de pacientes com imunossupressao grave e outro grupo
com contagem de T CD4 > 200 céls/uL sob terapia antirretroviral (Merci et al., 2017).

Em decorréncia da deplecao de células T CD4, o tempo entre o diagndstico
clinico e o inicio da terapia antirretroviral pode determinar o curso da doenca. A partir
desta particularidade, foi identificado que o periodo entre a descoberta da doenca e o
inicio do tratamento apresentou uma média de nove meses. Cuidados cruciais devem
ser administrados a populac¢des no qual tendem a iniciar o tratamento em contagem
de células T CD4 mais baixas, devido a um processo induzido pelo préprio virus, ha a
inibicdo de producdo de novas células pelos 6rgaos linféides primarios e destruicao
periférica de células T CD4, fatores que levam a falha imunoldgica (Andrade-Santos
et al., 2019; Means et al., 2016).

Uma restauracdo transitoria e espontdnea da contagem de células T CD4
ocorre apos o inicio da terapia antirretroviral, o inicio do esquema terapéutico parece
restaurar a taxa de producdo normal de células T e meia vida dentro dos primeiros
guatro meses de tratamento (Le et al., 2013). Outro estudo avaliou o impacto do
diagndstico e tratamento tardio sobre o prognéstico. Foi observado que individuos que
iniciam o tratamento tardio apresentam menor nimero de células T CD4 (< 200
céls/uL) e apresentam uma perda de dez anos na expectativa de vida. Por outro lado,
para individuos que iniciam a terapia antirretroviral com T CD4 > 350 céls/uL
apresentam expectativa de vida similar a da populacdo geral (May et al., 2014). O

inicio de terapia antirretroviral durante um intervalo de declinio de T CD4 é associado
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a falha imune, sugerindo que o momento estratégico do inicio da terapia antirretroviral
deve considerar ndo apenas a baseline, mas também a dinamica da recuperacao
destas células préterapia antirretroviral (Handoko et al., 2020).

A terapia antirretroviral € definida como um tratamento que inclui trés
medicamentos antiretrovirais, a depender do local geografico, acessibilidade,
profissional e estagio clinico da infeccédo pelo HIV, o esquema terapéutico pode se
apresentar de diversas formas. Responsavel por suprimir a funcdo das células
progenitoras na infecgéo pelo HIV, permitindo a produc¢éo de linfécitos T naive (Viard
et al.,, 2001a). Devido a poucos dados existentes sobre a influéncia da terapia
antirretroviral na recuperacao de células T CD4, em nosso estudo hipotetizamos se
0S esquemas terapéuticos mais utilizados em nossa amostra influenciariam a
reconstituicdo imune. O esquema AZT/3TC/EFZ nos chamou a ateng&o por ainda ser
administrado em 28% de nossa amostra. Na analise multivariada identificamos que
individuos que utilizam este esquema ha uma perda em média de 72 céls/uL de T
CD4 guando comparados aos que fazem uso de outro esquema terapéutico. Em um
estudo com 1539 individuos apontou que regimes terapéuticos associados ao AZT
apresentam maior falha imune e menor supressao viral quando comparado a regimes
com o TDF (Labhardt et al., 2015). Alguns estudos tém demonstrado que 0 AZT € um
inibidor de células progenitoras hematopoiéticas por ser tdoxico as mesmas,
dificultando a recuperacédo dos valores de células T CD4 (MacArthur et al., 2006).
Indicios de tolerabilidade a curto prazo com o uso de AZT esta relacionado ao
agravamento da anemia, que € associado a contagem de T CD4 e carga viral (Moyle
et al., 2004; Zhou et al., 2012). Um estudo com 70 mil individuos na Africa do Sul
identificou que individuos sob o regime AZT apresentaram menor recuperacao de
células T CD4 quando comparados a individuos que estavam sob outros regimes
terapéuticos, em média uma diferenca de 16 céls/pL ao primeiro ano de tratamento e
56 céls/uL ao quinto ano de terapia antirretroviral (Wandeler et al., 2013). Razfes para
a associagdo do AZT com o comprometimento da recuperagdo imune estaria
relacionado a supressdo da medula éssea causada pelo AZT, prejudicando a
producdo de novas células T CD4 (Alzate Angel; Duque Molina; Garcia Garcia, 2017).

Além do mais, regimes baseados em AZT foram associados a maiores
reacoes adversas a medicamentos e maior abandono ao tratamento em comparagao
com outros esquemas terapéuticos (Liu et al., 2018; Velen et al., 2013). O efeito clinico

do AZT é sistémico prejudicando inclusive a mitocéndria dos muasculos esqueléticos
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gue leva a miopatia, lipoatrofia, acidose lactica e efeitos como insénia, nauseas, dores
de cabeca severa e em altas doses a convulsées (Lanman et al., 2019). Individuos
sob esquemas terapéuticos que favorecem a evasdo do tratamento sdo mais
propensos ao efeito rebote da carga viral. A escolha por uma terapia eficaz reduz
drasticamente o risco das complicacbes classicamente definidas pela AIDS, a
principal limitacdo € a incapacidade de restaurar totalmente a imuno-competéncia
(Kelly et al., 2016).

Em relagdo a carga viral varios estudos demonstraram que esquemas
terapéuticos com a utilizacdo de AZT podem ser menos eficazes na supressao do HIV
guando comparados a outros esquemas com TDF e DTG (ARRIBAS et al., 2008;
LABHARDT et al., 2015; SCARSI et al., 2015; SHET et al., 2015). Em contraste, um
estudo com 5500 individuos ao comparar os esquemas TDF/NVP e AZT/NVP, o que
estavam sob o regime TDF/NVP apresentaram maior falha imune e descontinuagéo
do tratamento dos que os que estavam sob AZT/NVP (Scarsi et al., 2015).

A indicacdo do Ministério da Saude pela substituicdo de regimes contendo
TDF e AZT pelo uso de DTG em individuos sob tratamento naive e/ou para aqueles
em que ha a indicacdo a depender da condi¢do clinica e interesse do paciente,
proporciona melhor adeséo e resposta ao tratamento (Ministério da Saude, 2018).
Atualmente, é o tratamento de primeira escolha recomendado pela Organizacdo
Mundial da Saude, devido ao seu poder efetivo na supresséo viral e melhor adesao.
Em nosso estudo ndo encontramos resultados consistentes quanto ao uso de DTG na
resposta imune, colaborando com varios estudos (Blanco; Alejos; Moreno, 2018,
2020; Weber et al., 2018). Um estudo identificou que o Dolutegravir interfere na
respiracao e proliferacdo celular de linfécitos T CD4 (Korencak et al., 2019). Outros
estudos com o intuito de identificar a relagdo do uso de DTG na reconstituicdo imune
nao tiveram resultados consistentes na recuperagado imune além da semana 96 sob
terapia antirretroviral, demonstraram que o uso de EFZ foi mais eficaz apds esse
periodo (Blanco; Alejos; Moreno, 2018, 2020). Embora os fatos apresentados acima
vao contra ao que a Organizacdo Mundial da Saude recomenda, regimes contendo
inibidores de integrase foram associados a taxas significativamente mais baixas de
evasao e modificacao do tratamento e mostraram ser superiores em comparagao aos
regimes baseados em inibidores de protease em termos de durabilidade na supressao
viral (Stecher et al., 2020).
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Estudos de associagcéo genética com base na populacdo sdo uma ferramenta
poderosa na identificacdo de genes implicados em muitas doencas complexas e que
tém grande impacto na saude publica (Namipashaki; Razaghi-Moghadam; Ansari-
Pour, 2015). O presente estudo realizou andlise de quatro polimorfismos em quatro
genes candidatos (DRD2, DRD3, DRD4 e SLC6A3) selecionados de acordo com
critérios funcionais e em conjunto com fatores clinicos.

Evidéncias provenientes de neuroimagem identificaram que o SNP
rs1800497 é um polimorfismo funcional, influenciando a expressdo do gene DRD2
(Cordeiro; Vallada, 2014). Em um estudo com individuos saudaveis e até 0 momento,
0 Uunico acerca da influéncia de polimorfismos em genes de receptores
dopaminérgicos identificou que o SNP rs1800497 localizado em uma regiao
codificadora do gene DRD2 é funcionalmente ativo em linfocitos T (Cosentino et al.,
2015). Neste trabalho, foram calculadas as frequéncias alélicas e genotipicas para o
SNP rs1800497 e, como esperado, as propor¢des encontradas para este polimorfismo
concordaram com a literatura, com o alelo G (0,663%) do gene DRD2, o mais
frequente (Cordeiro; Vallada, 2014; Michalczyk et al.,, 2020). Uma vez que a
homeostase imune (equilibrio entre linfocitos Thl7 e linfocitos T reguladores) é
regulada principalmente por fatores dependentes de CAMP e de PKA, sabe-se que 0s
alelos do gene DRD2 séo associados a um menor nimero ou expressao de receptores
D2, e este receptor tem o papel de inibir a adenilato ciclase de estimular a producéo
de cAMP, inativando a PKA e consequentemente causando um desequilibrio na
homeostase imune (Beaulieu; Espinoza; Gainetdinov, 2015; Cosentino et al., 2018;
Gaskill et al., 2013).Em um estudo prévio realizado com individuos saudaveis,
identificaram que receptores do tipo D2 n&o influenciaram na contagem de células T
CD4 (Cosentino et al., 2018). O numero de linfocitos circulantes pode ser afetado por
duas situacBes distintas: primeiro na medula &éssea durante 0 processo
hematopoiético e segundo no sistema periférico pela sobrevivéncia celular e apoptose
no qual o HIV esta diretamente relacionado. Além disso evidéncias apontam que
nervos adrenérgicos na liberacdo de noradrenalina e dopamina afetaria a
sobrevivéncia de células hematopoiéticas assim como prejudicaria a capacidade de
proliferagcéao celular (Cosentino; Marino; Maestroni, 2015). Outro estudo realizado em
duas populacdes distintas (alema e sul africana) identificou que o SNP rs1800497 néo

influenciou o aumento de dopamina no liquido cefalorraquidiano entre individuos
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infectados e nédo infectados pelo HIV, assim como ndo houve diferengas na contagem
de T CD4 e carga viral nestas duas populacdes (Horn et al., 2017).

Estudos indicaram que o gene DRD3 favorece tanto a ativacéo de células T
quanto o estimulo do fenétipo inflamatério Thl, auxiliando na diferenciacao de células
T CD4 (Gonzélez et al., 2013; Kuo et al., 2018). Na analise da frequéncia alélica e
genotipica para a variante genética rs6280 no gene DRD3, o alelo C (Glicina) foi o de
maior frequéncia (56,7%), discordando com o encontrado na literatura (Gupta et al.,
2011). O alelo C do gene DRD3 possui uma frequéncia relativamente menor na
populacdo geral se comparados com a frequéncia encontrada em nossa amostra
(Belmont et al., 2005). Contudo, este alelo € encontrado em maior abundancia em
uma populacgéo africana (Belmont et al., 2005) e uma possivel explicacao seria de que
nossa amostra provém de uma populacdo miscigenada, localizada em uma regido
com o0 maior numero de individuos negros auto declarados (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, 2010). Outra possivel justificativa seria o fato de que essas
frequéncias sejam calculadas com uma populagdo maior e mais representativas, ou
por terem sido coletados ao acaso, diferente de nosso estudo no qual todos o0s
individuos foram selecionados por apresentarem o diagnéstico de HIV. Estudos
destacaram que o alelo C apresenta maior afinidade de ligacdo a dopamina que por
sua vez estimula a resposta intracelular e a sinalizagdo da PK comparado com
individuos que apresentam o alelo T (Jeanneteau et al., 2006). Entretanto, em nossas
analises ndo foi identificado associacdo desta variante genética com a contagem de
células T CD4. Nossos resultados corroboram com os achados por Horn et al (2017),
gue também ndo encontraram associacdo entre estes parametros. Este mesmo
estudo apontou que o polimorfismo rs6280 néo influenciou no aumento de dopamina
no liquido cefalorraquidiano entre individuos infectados e néo infectados pelo HIV,
assim como nao houve diferencas na contagem de carga viral (Horn et al., 2017). Um
estudo inédito de associacdo de polimorfismos em receptores dopaminérgicos com a
contagem de células T CD4 apontou que gene DRD3 é funcionalmente ativo em
linfécitos T, entretanto ndo influenciou significativamente a contagem de células T CD4
(Cosentino et al., 2015, 2018). Estudos apontaram que a expressdo de DRD3 em
células T CD4 totais, de memoria e efetoras estavam significativamente reduzidas,
indicando regulacéo negativa da expressao de DRD3 (Elgueta et al., 2019).

Na analise da frequéncia alélica e genotipica para a variante genética

rs1800955 do gene DRDA4, foi identificado em nossa populacdo uma predominancia
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do alelo T (57,9%), colaborando com a literatura (Abrahams et al., 2019). Na
associacdo da variante genética com a recuperacdo de células T CD4 néao
encontramos influéncia significativa na contagem de células T CD4, colaborando com
outros estudos que identificaram uma expresséo reduzida do receptor do tipo D4 em
todos as subpopulacdes de leucdcitos, ndo apresentando impacto no niumero destas
células (Boneberg et al., 2006).

Outro gene importante do sistema dopaminérgico é o SLC6A3 do transportador
de dopamina. Uma vez que a expressdo deste gene tenha sido observada em
leucdcitos (Liu et al.,, 2013), quaisquer variancias no gene poderiam alterar e ou
contribuir com a contagem de células T CD4. Na frequéncia alélica e genotipica
identifcamos que o alelo C foi o mais predominante em nossa amostra com 81,3%, de
acordo com a literatura (Tzeng et al., 2015). A funcao e expressao do gene SLC6A3
foi previamente identificado em leucdcitos (Marazziti et al., 2010). Outros estudos
demonstraram que quaisquer desequilibrio na concentracédo de dopamina ocorrido por
falha na recaptacao, pode aumentar ou inibir a apoptose linfocitéria, no qual em baixas
concentracdes inibe a apoptose e em altas concentracbes aumenta a apoptose,
podendo favorecer a infeccéo pelo HIV (Cosentino et al., 2004).

Estudos recentes destacaram os efeitos do HIV no sistema nervoso central,
sugerindo que o virus danifica e/ou desregula o sistema dopaminérgico nesta regiao
(Gaskill et al., 2017). Estudos prévios associaram o aumento da replicacdo do HIV
com a desregulagdo da DAT, de modo que individuos com maiores niveis de
dopamina podem apresentar risco elevado de infeccdo do HIV e progressdo da
doenca devido a uma replicacdo inicial mais rapida do virus. Este fator estaria
relacionado a inibicdo da proteina Tat do HIV que media a ligacdo ao sitio alostérica
em DAT e nao por interacdo com o sitio de captacao de dopamina (Yuan et al., 2015;
Zhu; Ananthan; Zhan, 2018). Até o presente momento ndo ha estudos que abordem
a associagao do polimorfismo rs27072 no gene SLC6A3 com a recuperacao imune e
ou influéncia na cinética de T CD4. Em nossas analises nao foi identificado associacao
estatisticamente significativa entre o SNP rs27072 com a contagem de células T CDA4.
Este trabalho realizou a analise de quatro polimorfismos cujos efeitos atuariam como
fatores somatorios aos efeitos da terapia antirretroviral na recuperacdo de células T
CD4. Entretanto, nossos resultados ndo apontaram associacdes estatisticamente

significativas entre os polimorfismos em receptores tipo D2: DRDZ2: rs1800497, DRD3:
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rs6280, DRD4: rs1800955 e no gene SLC6A3: rs27072 na influéncia da contagem de
células T CDA4.

Uma etapa essencial de controle de qualidade em estudos de associacao € a
realizacdo da analise do equilibrio de HardyWeinberg. Todos os polimorfismos neste
estudo encontraram-se de acordo com o equilibrio de HardyWeinberg. Segundo o
equilibrio de HardyWeinberg as proporcdes genotipicas permanecem inalteradas e
em equilibrio entre as geragfes, quando ndo héa fatores evolutivos envolvidos tais
como mutacdes, migracdes, deriva genética e selecdo natural. Se ndo ha mudanca
dos alelos e do gendtipo da populacdo ao longo do tempo entende-se que esta
populacao se encontra em equilibrio de HardyWeinberg. Desvios no equilibrio também
podem ocorrer devido a problemas na genotipagem, viés de selecéo e estratificacdo
populacional, quando ha selecdo da amostra em populacbes muito diferentes e
tamanhos desiguais (Namipashaki; Razaghi-Moghadam; Ansari-Pour, 2015). Porém,
realizamos a reanalise da genotipagem aleatoriamente em 10% da amostra e nao
identificamos resultados conflitantes.

Estudos de coorte em uma populagdo ndao aparentada servem como base para
a andlise de associacdo genética com o objetivo de encontrar alelos predisponentes
a doencas na populacdo, possibilitando uma abordagem mais pratica e de poder
estatistico. Para a execucao do estudo de associacao primario, foi adotado o estudo
de associacdo de coorte pois embora estudos de caso e controle e estudos de
associacdo genética serem referéncia para a epidemiologia, estdo propensos a
estratificacdo da populacdo, o que pode levar a resultados tendenciosos ou espurios
(Cardon; Palmer, 2003).

Alteracdes no fendtipo podem ser influenciados pela caracteristica da
populacdo estudada, neste caso brasileira miscigenada de forma que o poder de
detectar associacdo pode ser reduzido. Nossa amostra localizada no interior da Bahia
apresenta uma caracteristica miscigenada de pessoas advindas de outros estados
(regido nordeste e sul do pais) e isso foi possivel por meio de um processo de
migracao que vem ocorrendo na regido desde a década de 80. Uma vez que Barreiras
apresenta em sua predominancia uma populacdo parda seguida de branca, um
possivel viés acerca da estratificacdo populacional poderia ser abordado.

Com o objetivo de identificar possivel associacao genética com o fenétipo, foi
ampliado a varredura de nossas analises com a nocdo de epistasia, na qual a

interacdo de um marcador sobre o outro pode contribuir na constituicdo do fenatipo.
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Multiplos genes de pequeno efeito podem influenciar caracteristicas complexas e
distarbios comuns. Na analise do fenétipo, o poder estatistico pode ser melhorado se
compararmos 0s extremos de caracteristicas quantitativas, estudando toda a
distribuicdo. Em estudos de caso controle ha dicotomiza¢éo desta mesma distribui¢ao,
diminuindo o poder estatistico (Plomin; Haworth; Davis, 2009). A estratégia de analise
de interacdo génica foi por regressao linear, entretanto este método pode nao incluir
as diversas possibilidades de interacdo bioldgica, para isso outros modelos podem ser
mais vantajosos quando se fala em epistasia (Motsinger; Ritchie, 2006).
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6. CONCLUSAO

Nosso estudo primario é, ao que sabemos, o0 primeiro conduzido a investigar
a associacdo entre polimorfismos do sistema dopaminérgico e a recuperagcdo de
linfécitos T CD4 em pessoas vivendo com HIV. Os achados indicam que variaveis
clinicas e epidemioldgicas constituem preditores Uteis da reconstituicdo imunoldgica;
contudo, para elucidar o papel da variabilidade genética interindividual nesse
processo, sdo necessarios estudos farmacogenéticos adicionais, envolvendo um
espectro mais amplo de polimorfismos, amostras maiores e validagdo em coortes
independentes.

No estudo secundario, identificamos que, embora haja numerosos trabalhos
sobre HIV e polimorfismos genéticos, a maioria concentra-se na supressao viral, e ndo
na reconstituicdo imune. Entre aqueles que avaliam a recuperacéo de linfocitos T
CD4, a heterogeneidade metodolégica nas definicdes de desfechos, nos pontos de
corte de T CD4, nos intervalos de seguimento e nas abordagens analiticas, dificulta a
comparabilidade entre estudos e limita o aprofundamento das inferéncias.

Em conjunto, esses resultados sustentam a necessidade de agendas de
pesquisa que integrem marcadores clinicos e epidemioldgicos a painéis genémicos e
farmacogendmicos, com padronizacédo dos desfechos de reconstituicdo imune, a fim
de orientar estratégias de medicina de precisdo na terapia antiretroviral. Investigacfes
longitudinais multicéntricas, com adequada representacdo das diferentes
ancestralidades da populacéo brasileira, bem como estudos funcionais que conectem
variantes dopaminérgicas a vias neuroimune e avaliem interagbes gene/farmaco e

gene/ambiente, serdo cruciais para traduzir achados genéticos em beneficio clinico

Limitacdes:

Nossa analise foi retrospectiva utilizando dados observacionais clinicos, foram
excluidos varios pacientes de nossa amostra por inconsisténcia dos dados nos
prontuarios, e dificuldade na leitura das informacdes. Este estudo é o primeiro trabalho
que associa polimorfismos do sistema dopaminérgico com a reconstituicdo imune em
uma populagdo com HIV, evidentemente, mais estudos sdo necessarios,
principalmente para validar os resultados obtidos. Entretanto, nossos resultados
podem ter sofrido com a insuficiéncia do tamanho amostral, uma vez que quanto maior

a amostra menor € o risco de um resultado falso negativo. Nossa amostra é

representada por uma populacdo que utiliza o servico de saude publico e que é
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atendida em um local de referéncia para toda a regido oeste da Bahia. Individuos que
nao se enquadram nestas caracteristicas nao participaram deste estudo. Por fim,
outra limitacdo importante a ser destacada é a recomendacao recente da Organizagado
Mundial da Saude do inicio imediato da terapia antirretroviral independente da
contagem de células T CD4 em individuos diagnosticados com o HIV. Esta mudanca
de estratégia iniciada no ano de 2013 pode ter contribuido tanto com os diferentes
métodos de recuperacdo imune encontrados nos estudos, quanto para a escassez de

publicacdes acerca da relagdo de polimorfismos em receptores dopaminérgicos
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Anexo 1. Lista de antirretrovirais disponiveis atualmente.

Classe Medicacédo/Sigla Mecanismo de acao
e Abacavir (ABC)
* Dida'nosi.na (ddb Impede a producao da copia de DNA viral
- ° e~ .
ucleosideoda  + Tenofovi fumarato (Top)  212VES da_inbigdo _competitva o
; ) ) Desoxinucleotideo trifosfato fisiolégico,

transcriptase * Zidovudina (AZT) formando sequencias de DNA viral
reversa e Emtricitabine (FTC) disfuncionais

e Tenofovir alafenamide

(TAF) — menos téxico

INNTR - Inibidor ¢ Efavirenz (EFZ) . i "
nd0 nucleosideo da  ®  Nevirapina (NVP) ngase, de modo nf_mcompetltlvo e
transcriptase e Etravirine (ETR) reversivel :_i transan)tase reversa,
reversa ¢ Doravirine (DOR) alterando assim sua fungao

e Rilpivirina (RPV)

e Atazanavir (ATV)

e Darunavir (DRV)
b - Inbidor de *  Fosamprenavir (FPV) Bloqueia seletivamente a acdo da

* Lopinavir (LPV) protease viral, impedindo a maturacéo das
protease *  Nelfinavir (NFV) poliproteinas virais

e Ritonavir (RTV)

e Saquinavir (SQV)

e Tipranavir (TPV)
IF —~In|b|dor de «  Enfuvirtide (T20) Inibe a _fusao do virus na célula do
fuséo hospedeiro

e Dolutegravir (DTG)

e Raltegravir (RAL)
INSTI - Inibidorda 4  Bjctegravir (BIC) Bloqueia a ac¢éo da integrase, impedindo a
Integrase e Raltegravir (RAL) fuséo do provirus ao DNA celular

o Elvitegravir (EVG)

e Cobicistat (C)

Adaptado de: (Ministério da Saude, 2018a; Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and

Adolescents, 2018).
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Anexo 2. Manejo clinico recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude e

esquemas terapéuticos utilizados no Brasil e EUA.

Recomendacéao Esquema terapéutico PrEP e PEP
e Adultos e PreEP: TDF/FTC
12 escolha: TDF/3TC (ou FTC) /EFZ
22 escolha: AZT/3TC (ou FTC) /EFZ e PEP Adulto:
32 escolha: TDF/3TC (ou FTC) /DTG 12 escolha: TDE/3TC ou FTC
22 escolha: TDF/3TC/ LPVIr
e Gestante ou amamentagao ou ATV/r
12 escolha: TDF/3TC (ou FTC) /EFZ
22 escolha: AZT/3TC (ou FTC) /EFZ
OMS 32 escolha: TDF/3TC (ou FTC) /NVP
e Criangas < 3 anos
12 escolha: ABC/3TC/LPVIr
22 escolha: ABC/3TC/NVP
e Criancas 3 a 10 anos
12 escolha: ABC/3TC/NVP
22 escolha: ABC/3TC/EFZ
32 escolha: TDF/3TC (ou FTC) /EFZ
e Adultos e PreP: TDF/FTC
BRASIL 12 escolha: TDF/3TC/DTG
22 escolha: TDF/3TC/EFZ e PEP Adulto:
32 escolha: TDF/3TC/RAL 12 escolha: TDF/3TC/DTG
22 escolha: TDF/3TC/ATVIr
e Gestante ou amamentagao
12 escolha: TDF/3TC/RAL
EUA e Adultos e PreP: TDF/FTC

12 escolha: TAF/FTC/BIC
22 escolha: ABC/3TC/DTG
32 escolha: TAF/FTC/DTG

e Gestante ou amamentagao
12 escolha: ABC/3TC (ou FTC)
22 escolha: TDF/3TC (ou FTC)

e PEP Adulto:

12 escolha: TDF/FTC/DTG
ou RAL

23 escolha:
TDF/FTC/DRV/RTV

Adaptado de: (CDC, 2016; Ministério da Saude, 2018b, 2018a; Panel on Antiretroviral Guidelines for
Adults and Adolescents, 2018)
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Anexo 3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Titulo da pesquisa: Avaliacdo da Associacdo de Polimorfismos Genéticos com a Resposta a
Terapia antirretroviral em Pacientes com HIV/AIDS
Pesquisador responsavel
Luciana Cristina de Oliveira Candido
Juliane Vilela Ferreira Saloméo
Local de trabalho: Universidade Federal do Oeste da Bahia
Tel. (77) 36143216
luciana.candido@ufob.edu.br
juliane.salomao@ufob.edu.br
Pesquisador
Renan Pedra de Souza
Local de trabalho: Universidade Federal de Minas Gerais
Colaborador
Dr. Luciano Argoblo Reale
Local de trabalho: CTA SAE Edgard Pita
Tel. 55(77) 36139745
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal do
Oeste Baiano
Endereco: Rua Professor José Seabra de Lemos, 316 — Recanto dos Passaros. CEP:
47.808021. Barreiras, Bahia.
Tel. 55(77) 36143508.
Email: cep@ufob.edu.br. Site:
ttp://www.ufob.edu.br/aufob/estrutura/comissoes/comitedeeticaempesquisa

O senhor(a) € convidado(a) a participar do estudo sobre as diferencas genéticas
envolvidas no resultado da terapia contra o HIV, cujo objetivo € identificar alteracdes genéticas
(polimorfismos) que possam explicar por que em algumas pessoas o remédio contra o HIV ndo
tem o efeito esperado e em outras pessoas causam efeitos adversos (colaterais). Tal pesquisa
justifica-se pelo fato de estar comprovado que a presenca de algumas altera¢des genéticas em
pacientes com HIV/AIDS é responsavel pela ocorréncia de efeitos colaterais indesejaveis ou
pela ineficacia dos remédios. Dessa forma, esta pesquisa terd como beneficio a geracédo de
conhecimento que podera contribuir para que, no futuro, os médicos melhorem os tratamentos
contra o HIV.

A sua participagéo no referido estudo sera doar 4 mL do seu sangue colhido nos exames
de rotina de acompanhamento do seu tratamento. Pedimos a sua autoriza¢do para o depdsito,
0 armazenamento, a utilizagcdo e descarte do sangue coletado. Com a sua autoriza¢éo, 0s seus
prontudrios serdo analisados para coleta de dados como idade, sexo e resultados de exames.
Sua privacidade sera respeitada, ou seja, qualquer dado ou elemento que possa, de alguma
forma, te identificar, sera mantido em sigilo total e nenhuma pessoa fora da pesquisa tera
acesso a essas informacdes. A utilizagdo do seu material biologico (sangue) e informacdes esta
vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se o Sr. (a) concordar em outros futuros.

Serdo incluidos no estudo somente pacientes soropositivos para HIV, maiores de 18
anos, com histérico de tratamento antirretroviral, em tratamento corrente com antirretrovirais ou
iniciando tratamento antirretroviral. Serdo excluidos os pacientes com sorologia negativa ou ndo
confirmada para o HIV e pacientes soropositivos para HIV sem histérico de tratamento de
antirretrovirais e usuarios de farmacos ilicitas. Quanto aos riscos da pesquisa, o Sr. (a) podera
sofrer apenas sintomas provocados pela coleta do sangue, como vermelhiddo e dor no braco
no local da coleta. Lhe serd assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como
garantido o livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e
suas consequéncias.

A sua participagdo na pesquisa € voluntaria. Nao haverd pagamento pela sua
participacao, embora, se for necessério seu deslocamento em fungdo do estudo, sera garantido
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o ressarcimento em dinheiro das suas despesas e de seu acompanhante (se necessario). Além
disso, caso se sinta prejudicado devido a eventuais danos decorrentes da participagdo na
pesquisa, terd o direito de solicitar indenizacdo aos pesquisadores e, se necessario, sera
garantido o direito a assisténcia integral e gratuita pelo tempo que for necesséario. O Sr. (a)
poderd se recusar a participar do estudo ou retirar seu consentimento a qualquer momento,
sem precisar justificar e sem prejudicar a assisténcia que ja vem recebendo. Este termo de
consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada
pelo pesquisador responsavel, na Universidade Federal do Oeste da Bahia, e a outra sera
fornecida ao Sr. (a). As duas vias deverdo ser assinadas ao final pelo Sr. (a) ou por seu
representante legal, bem como pelo pesquisador responsavel, ou pela (s) pessoa (s) por ele
delegada (s). Os dados, materiais e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com
0 pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos e ap0s esse tempo seréo
destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo,
atendendo a legislacéo brasileira (Resolugcdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho
Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as informagdes somente para fins
académicos e cientificos. OBS: Os resultados serdo entregues ao médico infectologista
responsavel pelo paciente (Dr. Luciano Reale ou Dra Isabele Lucena).

Eu declaro ter conhecimento das informacdes contidas neste documento e ter recebido
respostas claras as minhas questdes a respeito da minha participagdo na pesquisa e,
adicionalmente, declaro ter compreendido o objetivo, a natureza, os riscos, beneficios,
indenizagdo relacionados a este estudo. Apos reflexdo, eu decidi, livre e voluntariamente,
participar deste estudo. Declaro que recebi uma via deste documento.

ESCLARECIMENTOS SOBRE O COMITE DE ETICA EM PESQUISA:

O Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos (CEP) é constituido por uma
equipe de profissionais com formacgao multidisciplinar que estéo trabalhando para assegurar o
respeito aos seus direitos como participante de pesquisa. Ele tem por objetivo avaliar se a
pesquisa foi planejada e sera executada de forma ética. Se vocé considerar que a pesquisa nao
esta sendo realizada da forma como vocé foi informado ou que vocé esta sendo prejudicado de
alguma forma, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Federal do Oeste Baiano.

Nome completo do paciente: RG: Data
de Nascimento:__ / / Cidade: Estado: Assinatura:

Eu declaro ter apresentado o estudo, explicado seus objetivos, natureza, riscos e beneficios e
ter respondido da melhor forma possivel as questdes formuladas.

Assinatura pesquisador: Data:

LUCIANA CRISTINA DE OLIVEIRA CANDIDO e/ou

JULIANE VILELA FERREIRA SALOMAO

Para todas as questdes relativas ao estudo ou para se retirar do mesmo, podera se comunicar
com Luciana Cristina de Oliveira Candido e ou Juliane Vilela Ferreira Salomao, via email:
luciana.candido@ufob.edu.br e juliane.salomao@ufob.edu.br ou telefone: (77) 36143216.



mailto:luciana.candido@ufob.edu.br

138
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a pesquisa e, posterionmente, serlo convidados 3, voluntariamente, ler e assinar o TCLElApendice A) & 0
TCLE Blomepositond (Apendice B). ADOS anallsar 05 Proniuanos & connecsr o perl da NOssa coore,
selecionaramos Iniciamene, dois grupos de packentes: 1. Grupo Caso: padentes HIV-positivos, malnes oe
18 anos, 500 HAART, coma mantfestagdo de efafis AdVersos,2. Grupo Controle packentes HIV-positivos,
malorzs de 16 anoe, 500 HAART,que ndo apresentaram feins adversce. A AMosTa e513 estimada em 500
pacientes pOis, 02 ACORDO COM O POWE 3SS00aN0N WIth &M (PAWE ) (hapiiinkage. mekafaler eowpawe’),
ferd acima de 30% de poder estatislico e Getertar associapies
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gendticas em desenho caso-controle wilizando um nivel de signiicancia de 5% para polimorismos com
frequéncla de 20% na populiagso & uma razdo de chance de 3,0.

A anaiise oos Sa0os s5erd Telta via verficacSo do equilibrio de Harsy-Wiinbeng, por melo oo teste de Flscher
ou qui-puadrado. Resultados serfo kestades quanto nonmalidade (teste de Anderson-Daring & Shapiro-yWilk)
& iquaidade de varancla (teste de Levens). Varlivels continuas serdo comparadas por teste t ou analse de
vanancia (ANOVA) seguido por teste de Holm-Sidak (ou t=stes ndo-parametrions equivalentss). Vanavweis
cateqgincas serSo comparadas ublizando teste do qui-JUSGadD ou exato de Fischer abservando o tamanho
de amostral. Os tesies aqul descritos sero reallzados uilzando o R (lesies de assodapio genttica - alelos,
gendfpos & haplotpos, seran realzades por tesie do qui-Eadrado ou dessquilibno de fransmissao; analse
e Imteracio antre genes serd0 analsadas por modelos oe regressan). Alsm dleso serio avalatas posshals
Influsncias de covartavals [ambem por modsios de regressio.

Cornfmasie 42 Pesecar 1 TH ITH

Objetivo da Pesgulsa:
Este presenie projeto visa kenticar polimorfismes am genss que codificam para proteinas emvolvdas nas
vias da famacocinetca de antimesrowirals & Investigar 3 possivel associacio destes com o desermaiiments
e reagies a0versas O3 lerapla oom Eis drogas, bem como sua Slcacia.

Meste contexto, desdobram-se como odjellvos especiicos: Avallar 82 hd evigencla de aumenio de
suscefbilidads para 0COmEncia o reagles adversas durante 3 HAMRT devido 3 presenga de pollmomemos
nos genes CCRI, ABCH1, CYP2E46, CYP2AE, CYP3IAS e UGT2EY, Além dsso pretende-se avallar 58
varivels cinicss @ epiceminkigicas podem Influenciar no desenvoivimento de reaglies adversas 3 HAART &
delerminar a Fequeénda dos pacientes que tiveram efeRos adversos 3 HAART.

Avallago dos Riscos 6 Beneliclos:
A pesquisadora aponta que 0s riscos 550 35 possinlidades do pacients sofer os sintomas provocados pela
coleta do sangue, coma vermelhikido & dor no brago o local da coleta. Além disso, & posshal gue aiguns
pacientss s2 sintam constranglics ou eXposiog, Mas 05 MEesmos terdo 3 pivacidade reepaiiada, ou 5243,
qualquer culr dado ou elementn que possa, 08 alguma Torma, identfica-os, 5era Mantdo em sgio total,
Fara anio, o5 mesmos s2r30 Kenifficadoes peio nimers do promhero & ndo erdo o nome reglsirado em
rienhum documenta ou planilna. Alkem dlsso, bodas a5 Infomagdes pessoals sstarao ssquras & nenhuma
p=s50a fora da pesquisa 1era acesso 3 elas

Como bensflcio, 3 pEsqUISANNG 3p0Mta 3 garagio te conhedmentn que poaderd contribulr, no
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futum, com 3 olimizacio @ persondlzacdo da terapia anfimetrovinal.
Comentarios & Consldaraghes sobre 3 Peaquisa
Esla presenie pesquisa tem grande rekeviancia soclal por envolver dados coletados para caracterzagio

clinica spidemicidgica & de dados gerados com a gendtipagem, provaveimenis estes poderdo ser uillzados
&M pesquisas Tuuas associadas ao HIV-1. Dessa manelr, esta pesquisa terd como Deneficio a geracdo de

conhecimentn que podera contriulr para que, no futurg, 3 terapla antimeiroviral s2ja oimizada & paraque a
esc0iha do esquUema de terania s2{a mals asseriva

Conshieragos sobre o8 Termos de apressntagao obrigabaria:

A& pesquisatona apreseniou todos o5 fenmos de apreseniagan oongatona.

RBCOmenEajias;

S recomendaches.

Conciustes ou Penddnilzs & Liafa de Inadequaghas:

S penoencias.

Conslderaiios Finala a critério do CEP:

Carn pesquisador, 30 Tnal oo seservolimeanto de Sal DIisln, anexar na piataforma brash o eiahino final |
miodeio disponibillzato na paging Cap-Lton).

0 pragenis projeto, seguiu neats data para analles da CONEP & a6 tem o sau Inlclo autorzado apae &

Aprovado pala mesma.
E;atepm‘ma{ml Haborads bassado nos documsnios abaldo relaclonaios:

Tipo Documento ATquivD Postagem AL Siuaga0
INTOMaChes Bas0as| PE_INF DRMALLES_BAGICAS_1 ZA02018 ACEID
| o Projeto 2 Eipa 15:23:34
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Declaracéo

Declaro para os devidos fins que a Emenda do projeto intitulado: “Avaliacdo da
Associacao de Polimorfismos Genéticos com a Resposta a Terapia antirretroviral em
Pacientes com HIV/AIDS”, com numero de CAAE:67848517.9.0000.8060, submetida
ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Oeste da Bahia foi
aprovada.

A emenda foi justificada pela ampliacdo dos objetivos do projeto original, a
saber: Avaliacdo da participacdo de polimorfismos genéticos na contagem de células
T CD4 ao longo do tempo e por consequéncia a eficacia da terapéutica antirretroviral,
Avaliar se ha evidéncia de aumento de suscetibilidade para ocorréncia de reacdes
adversas durante a terapia antirretroviral devido a presenca de polimorfismos nos
genes TNFalfa, DRD1, DRD2, DRD3, DRD4 e DARPP32; e ainda aumento no niumero
amostral de 300 para 500 pacientes.

A proposta contou com a participacéo da Prof2 Juliane Vilela Ferreira Saloméao
(UFOB) que executou a coleta do material biolégico dos demais pacientes,
genotipagem dos SNPs do sistema dopaminérgico e andlise, além da parceria de
todos os autores envolvidos: Luciana de Oliveira Candido e Prof. Dr. Renan Pedra

Souza.

Barreiras, 26 de maio de 2020.

1

Dayane Otero Rodrigues: CPF: 78901880130
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
SIAPE: 1455187
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Anexo 6. TCLE biorrepositério
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (biorrepositério)

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntério (a) a participar da pesquisa
“Avaliacdo da Associacdo de Polimorfismos Genéticos com a Resposta a Terapia
antirretroviral em Pacientes com HIV/AIDS”. Pedimos a sua autorizagéo para a coleta,
o deposito, o armazenamento, a utilizacdo e descarte do material bioldgico humano
sangue periférico. A utilizacdo do seu material biolégico esta vinculada somente a este
projeto de pesquisa ou se Sr. (a) concordar em outros futuros. Nesta pesquisa
pretendemos identificar alteracdes genéticas (polimorfismos) que possam explicar por
gue em algumas pessoas o0 remédio contra o HIV ndo tem o efeito esperado e em
outras pessoas os remedios causam efeitos adversos (colaterais). Tal pesquisa
justifica-se pelo fato de estar comprovado que a presenca de algumas alteracdes
genéticas em pacientes com HIV/AIDS € responsavel pela ocorréncia de efeitos
colaterais indesejaveis ou pela ineficacia dos remédios.

Para esta pesquisa adotaremos 0s seguintes procedimentos: oS pacientes
serdo abordados no momento que eles forem ao CTA para realizacdo dos seus
exames laboratoriais de rotina para acompanhamento do tratamento. Serao
apresentados a pesquisa e convidados a assinar o TCLE e o TCLE biorrepositorio.
Apbés o0 consentimento, 0s pacientes serdo encaminhados pela Técnica em
Enfermagem Rita de Céassia dos Santos Silva (funcionaria do CTA) para sala de coleta
para realizacdo da coleta do sangue e a doacao de 4 mL de sangue. Em seguida, o
sangue serd estocado no freezer Frost Free Brastemp Eletrdnico 280 a 22°C, que
consta dentro do laboratério do CTA SAE Edgard Pita, até sua utilizacdo ou podendo
permanecer por até 5 anos. Apds esse periodo, se ndo houver necessidade de
utilizacdo do material coletado para futuras pesquisas com consentimento dos
participantes, todo este material sera descartado conforme a Resolucdo da Diretoria
Colegiada, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/ANVISA — RDC N° 306, de 7
de dezembro de 2004, as sobras de amostras de laboratério contendo sangue ou
liguidos corpéreos, podem ser descartadas diretamente no sistema de coleta de
esgoto.

Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em sofrer apenas 0s sintomas
provocados pela coleta do sangue, como vermelhiddo e dor no braco no local da
coleta; e esta pesquisa terd como beneficio a geracdo de conhecimento que podera
contribuir para que, no futuro, os médicos melhorem os tratamentos contra o HIV. Para
participar deste estudo o Sr. (a) ndo tera nenhum custo, nem receberd qualquer
vantagem financeira. A coleta do sangue serd realizada nos exames de rotina de
acompanhamento do seu tratamento. Apesar disso, caso sejam identificados e
comprovados danos provenientes desta pesquisa, o Sr.(a) tem assegurado o direito a
indenizacao. O Sr. (a) terd o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que
desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar e a qualquer tempo e
sem quaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utlizacdo do
material bioldgico armazenado no Biorrepositorio, valendo a desisténcia a partir da
data de formalizacdo desta. A sua participacdo € voluntaria, e a recusa em participar
nao acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que o Sr. (a) é
atendido (a) pelo pesquisador, que tratara a sua identidade com padrdes profissionais
de sigilo.

Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material biolégico, estardo
a sua disposicao quando finalizada. Seu nome ou o material que indique sua
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participacdo nao sera liberado sem a sua permisséo. O (A) Sr. (a) ndo sera identificado
(a) em nenhuma publicacdo que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais,
sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsével, na Universidade
Federal do Oeste da Bahia, e a outra sera fornecida ao Sr. (a). Os dados, materiais e
instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador
responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos e apds esse tempo serdo destruidos.
Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrbdes profissionais de sigilo,
atendendo a legislacéo brasileira (Resolugdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201
do Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as informacdes
somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do
documento de ldentidade fui informado (a) dos objetivos,
meétodos, riscos e beneficios da pesquisa “Avaliacdo da Associacao de Polimorfismos
Genéticos com a Resposta a Terapia antirretroviral em Pacientes com HIV/AIDS”, de
maneira clara e detalhada e esclareci minhas ddvidas. Sei que a qualquer momento
poderei solicitar novas informac¢des e modificar minha decisdo de participar se assim
o desejar.

() Concordo que o meu material bioldgico seja utilizado somente para esta pesquisa.
() Concordo que o meu material biolégico possa ser utilizado em outras pesquisa,
mas serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de
consentimento livre e esclarecido que explique para que sera utilizado o material.
Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:
Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste
termo de consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que
me deu a oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do participante
Data:

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel:
Luciana Cristina de Oliveira Candido
Juliane Vilela Ferreira Saloméao
Endereco: Universidade Federal do Oeste da Bahia
Rua Professor José Seabra de lemos, 316. Recanto dos Passaros.
CEP: 47808021 / Barreiras/BA.
Telefones: (77) 36143500
(77) 36143216
Email: luciana.candido@ufob.edu.br / juliane.salomao@ufob.edu.br

Assinatura do pesquisador responsavel

Data:

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera
consultar:

CEP/UFOB Comisséo de Etica em Pesquisa da UFOB.

Email: cep@ufob.edu.br. Tel: (77) 36143508
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Anexo

7. Ficha de investigacéao e notificacéo para o HIV/AIDS — SINAN
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Apéndice 1. Artigo do estudo priméario

Clinical and epidemioclogical factors may predict T CD4 count, but no
dopaminergic genetic polymorphisms, in people living with HIV (PLHIV) in
Barreiras, Brazil
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Abstract

The main characteristic of HIY infection is the persistent destruction of T CD4 cells,
leading to the progression of AIDS. Genetic variants have already been identified as
influgncing factors in immune system, since dopamine s involved in immunoregulation,
genetic polymorphizms in dopaminergic receptors and dopaming transporter could
partially explain immune failure or recovery in individuals with HIV. Through the analysis
of 417 records of individuals with HIV, it was possible to assess the influence of clinical,
epidemiclogical and genetic factors on the T CD4 cell count. In our association study,
the only predictor of immune recovery was time of treatment (15 cells/uLfyvear).
Individuals who use the AZT/ATC/EFZ therapeutic regimen showed an average
reduction of T2 cellsful in the T CD4 cell count per yvear, whaen compared to other
schemes. Male individuals presented an average of 62 cells/uL unless women in T CD4
cell count per year. Advanced age at diagnosis negatively influenced immune recovery,
with an average reduction of 30 cells/uL of T S04 cell per yvear. Initiation of therapy with
an average T CD4 cell count = 200 cells/uL, led to the failure to reach > 500 cells/yL in
saven years of treatment. Regarding viral load, it was identified that at each log 10
increase, there iz an average reduction of 61 cells/ul of T CD4 cell per vear, in addition,
male individuals had greater difficulty in achieving viral suppression than femalke (6.66
ves 6.34 copiesfuliogl10) to the first vear of therapy. Our work is the first trying to
aszociate polymorphisms in the dopaminergic system with the recovery of T CD4 in
individuals PLHIV. Mo association of polymorphisms in the DRD2:rs{800437,
DRD3:rs6280 DR rs1800855 and SLCOBAI 527072 genes was obzerved with the
recovery of T CO4 cells. We conclude that individuals with high viral lcad, male,
advanced age at diagnosis, therapeutic regimen containing AZT3TC/EFZ were mora
prone to failures in the immune recovery.

Keywords: Aszsociation study; T CD4  lymphocyte, pharmacogenetics; genetic
polymorphism; HIVIAIDS.
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Introduction

Individuals infected with HIV show an important reduction in the T CD4 cell count since
the first stage of infection. Severe immunodeficiency can lead to the development of
opportunistic infections and significant morbimortality rate for AIDS(Khazael et al.,
20170y, After the introduction of combined antiretroviral therapy, individuals
undergoing continuous treatment have satisfactory wiral suppression and gradual
recovery of T CD4 lymphocytes, On the other hand, a portion between 10% and 40%
of those infected fail to reach a satisfactory T CD4 count(Yang et al_, 2020b). Clinical,
epidemiological, and genetic factors of the people living with HIV [PLHIV) can influgnce
the recovery of T CO4 cells.

Previous studies have shown that the neurotransmitter dopamine has the ability to
exart considerable influence on the immune system, helping to produce cells of the
innate and adaptive immune system (Cosenting; Marino, 20138). The influence of
genatic variability in the recovery of T CD4 cells, contributes to all clinical managemeant
aimed at the individual. Certain polymorphisms were previously investigated and
associated with immune reconstitution, which may justify the different possibilities of
response regarding the treatment used (Vidal et al., 2014b). Therefore, since
dopamine influences immune system homeostaziz and assistz in the production of T
lymphocytes, understanding the involvement of polymorphisms in dopaminergic
receplor genes DRDZ2 DRD3I, DRD4 and dopamine transporter SLCSAS in the
reconstitution of T CD4 cells has become relevant. Clinical and epidemiclogical
varnability was also evaluated since it has been associated to treatment response and

adharencea.

Material and Methods

Fraom January 2018 to March 2020, 417 PLHIV under antiretroviral therapy weara
recruited (291 subjects have been included in a previous report of Candido et al., 2020
personal communication). This study was approved by the Human Research Ethics
Committes of the Federal University of Western Bahia (CEP/UFOB)Y under CAAE:
ET848517.9.0000.8060 in 2017, All data used in this work were collected through
Cenfro de Testagem & Aconselhaments em HIWVAIDS, Servico Ambulatorial
Ezpecdializado Edgard Pita, Barreiraz, Bahia, Brazil. Consent form was signed by all
participants. Clinical and epidemiological data was obtained through retrospective
medical records dated 1987 - 2020. DNA was obtained from blood samples and
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storaged at 4°C. Genotyping of DRDZ2 (rs18004597). DRDI (rs6280), DRD4
(re1800955) and SLCEAZ (rs27072) was performed using TaghMan™ probe technology
blinded from clinical data. Ten percent of random regenotyping was done as guality
contral. All polymorphisms were functional and lscated in candidate genes selacted by
literature zearch.

Statistical analyzes were performed using B program {(version 3.5.0). Chi-square test
was uzed to evaluate Hardy-Weainberg egquilibrium (SMPassoc package). T CO4 cell
counts were treated as dependent longitudinal continuous variable in linear mixed
models (nlme package). T CO4 Iymphocyte baseline count was defined at the
beginning of antiretroviral therapy (pretreatment). Univariate models were adjusted
with each genetic, clinical and epidemiclogical variable. Genetic confribution was
assessed in five genotypic models (codominance, dominance, recessive, additive and
heterosis). Gene interaction was also evaluated using polygenic association model.
‘iral load was adjusted on the logarithmic scale. Minimum viral load was defined by
the detection of viral RENA at < 40 copies/mm?® and maximum viral load at = 1,000,000
copies/mm>. One final multivariate model was adjusted using initially all varables
presenting p value = 0.2 in the univariate analysis. Cur final model only included

significant varables. Significance level was set at 0.05.

Results

Demographic characteristics of the 417 PLHIY are specified in Table 1. Male subjects
were the majorty (57%). Mean age at the beginning of antiretroviral therapy was 35
yvears, We obtained data from 90% of the individuals (n = 374) since they were therapy
naive. Dut of the 374, 28% had AZTIATC/EFZ as their first regimen. 34% had
TOFATC/EFZ and 33% had TDF/ATC/DTG. Mean baseline T CO4 cells was 322
cells/ul. While males mean was S04 cells/ul, females mean was 571 cells/pl.

When comparing the T CD4 cell kineticz under different baselines at the stant of
antiretroviral therapy, we identified that individuals who started treatment with an
average T C04 count = 200 cells/ul will hardly reach the satisfactory value of these
cells (2 500 cellsiul). Of the 129 individuals (34%) who started the therapeutic regimen
with an average of = 200 cells/pl, 44% (n = 57) reached count > 500 cells/ulL up to the
7th year under antiretroviral therapy. However, 81% (n = 199} reached an average >
500 cells/uL among those with average T C04 baseline call count = 200 calls/ul (B6%,
= 245) (Fig1).
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In addition, cur study identified over time there iz a redection in the gain of T CD4 cells
in individuals undergoing antiretroviral therapy. In the first six months of ireatment there
is a greater gain in thesa cells (20 cells/uLfmonth), with a reduction at two years (10
cellz/uLimonth), and at seven years a gain of only 3 cella/uL/month {Fig2).

Univariate analysis (Table 2) indicated less T CD4 cell recovery in males. Both age at
diagnosis and at the start of treatment have also contributed significantly with an
average loss of approximately 30 cells/pl per vear. Patients under the AZT/3TC/EFZ
regimen had a lower number of T C04 cells when compared to individuals taking other
regimens. An average decrease of 79 cells/pl of T CD4 was associated with an
increase of 10 copies/mm2 of viral load in logarithmic scale. Regarding the hypothesaes
that favored with recovery of T CD4, we identified that the treatment time had a positive
effect on count of thesa cellz, in which for each yvear under therapy there is an averaga
increase of 22 cells/ul of T CD4. Genotypic frequencies observed for the DRDZ,
DRD3 DRD4 and SLCEAS polymorphisms were in Hardy-\Weinberg equilibrium (Tabla
3). No genetic association with T CD4 count was observed under none of the evaluated
models (Table 4).

Furthermore, no association was cbserved in the polygenic model (data not shown).
Therafora, our final multivariate predictive model only included clinical and
epidemiological data {male individuals, use of AZT/ATC/EFZ scheme, old age at
diagnosis and high viral load). Male individuals showed approximately 62 cells/ul less
on recovery of T CO4 cells when compared to the female sex. Age at diagnosis
contributed to a reduction an average of T C04 cell count of approximately 30 cellsful
per each ten years, also patients under the AZT/ATCEFZ regimen had a decrease of
number of T CO4 cellz when compared to individuals taking other regimens (72
cellz/ul less). An average decrease of 61 cells/ul of T CD4 was associated with an
increase of 10 copies/mm? of viral load in logarithmic scale. Treatment time was
associated with an increase of 15 cells/pl in average of T CO4 cell count (Table 5).

Discussion

Chur study observed male individuals with higher viral load and lower T CD4 cell count.
Previous studies have shown women having viral loads two 1o six times lower than
mean in addition to representing mone than half of PLHIV across the globe (Movelli et
al., 2020). Our T CD4 cell count difference among sex is also corroborated in anothar
study that observed women with more T CD4 cells than men (Means et al., 2016). In
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addition, evidence suggests that men expernence greater virclogical failure compared
o women as well as lower gain in T CD4 cell count in the first three years under
antiretroviral therapy (Blanco at al_, 2017). Earlier diagnosizs and the start of treatment
were predictors of higher T CD4 call gain. Our findings coroborate other studies
indicating an association of older age at dagnosis and later start of treatment with
lower satisfactory response in the recovery of T CO4 may reflect the loss of immunea
function due to aging (Greenblatt et al_, 2019). Immunosensence can ba a cause and
a consequence of the continuous activation of the immune system which leads to
reduction in the production of the thymus and decrease in T CD4 cellz (Corbeau,
Reynas, 2011a). Faillure to restore and maintain T CD4 cell count = 500 cellsiulL
increase risk of progression to AIDS and is associated with increased morbidity and
mortality from cardiovascular, liver disease and cancer (Mak et al., 2017). Several
studies indicate that earlier start of antiretroviral therapy is a predictor of better
maintenance and recovery of T CD4 calls throwghout life. Studies highlighted a gquicker
immune recovery in the first six months of antiretroviral therapy followed by a slower
recovery after two and an even slower recovery after four vears of treatment{Corbeau;
Reynes, 2011a). Our results have also identified similar recovery kinetics.

Individuals who use AZTIATC/EFZ scheme have a reduction in the T CD4 count when
comparad to those who use different treatment regimens. Studies highlight that
therapeutic regimens associated with AZT have greater immune failure and less viral
suppression when compared (o regimens with TDF (Labhardt et al_, 2015). AZT iz an
inhibitor of hematopoletic progenitor cells because it s toxic to them, making it difficult
to recover T C04 cell values (MacArthur et al., 2006). A study of 70000 individuals in
South Africa found that individuals under the AZT regimen showed less recovery of T
CD4 cells when compared to individuals who were under other therapeutic regimeans
Wandeler et al., 2013).

Cur analysis of polymorphisms in the dopaminergic system showed no statistically
significant associationzs between polymormphiams in type D2 receptors: DRDZ2:
FE18004587, DROG: rs6280, DRD4: re1 800955 and SLCEAL. re2707 2 gane influence of
T CD4 cell count when evaluated by themselves or using polygenic score model. Our
work iz the first that attempts to associate polymorphizms in the dopaminergic system
with the recovery of T CO4 in individuals with HIV and second study showing an
influence of polymorphizms in dopaminergic receptors on  lymphocyte count

(Cosenting et al., 2018b). These authors assessed total lymphocyles in peripheral
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blood of health subjects and their association with selected dopaminergic receptors
gene varants in Halia and found that none of polymorphisms in dopaminergic receptor
genas of D2 family was associated with lymphocyte count. Taken together, our results
comroborate that clinical and epidemiclogical variables are useful predictors of immune
recovery and further pharmacogenetic studies with different polymorphisms and
replication studies are needed to better understand how interindividual genetic
variability may contribute to T C04 count reconstitution.
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