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RESUMO

Um dos principais desafios da terapia antirretroviral € sua imprevisibilidade e
variabilidade interindividual em seu desfecho. Investigou-se a contribuicdo de
variaveis genéticas, clinicas e epidemioldgicas como potenciais preditores da resposta
a terapia antirretroviral em pacientes com HIV/AIDS. Para tanto, foi realizada uma
revisdo sistemética com metanalise. Além disso, 291 pacientes foram genotipados
para ABCB1 rs1045642, CYP2B6 rs3745274 e TNF-a rs1800629, rs361525 utilizando
sondas Tagman. Os resultados da metanalise demonstraram associacao entre HLA-
B*5701 e a reacao de hipersensibilidade ao abacavir (O.R.=28,51; 1.C.=9,95-81,71);
ABCC4 rs1751034 e a disfuncdo tubular renal induzida pelo tenofovir (O.R.=2,98;
1.C.=1,41-6,28); CYP2B6 rs3745274 e efeitos adversos no sistema nervoso central ao
efavirenz (0.R.=2,10; 1.C.=1,04-4,24); HLA-Cw*0401 (O.R.=2,98; I.C.=2,18-4,08) e
HLA-DRB*01 (O.R.=2,52; 1.C.=1,29-4,91) e a reacdo de hipersensibilidade a
nevirapina; e UGT1A1*28 e a hiperbilirrubinemia induzida pelo atazanavir (O.R.=7,17,;
1.C.=4,32-11,91). O estudo primario revelou que 53% dos pacientes envolvidos se
apresentaram tardiamente aos cuidados (CD4* <350 células/mm?3). Observou-se que
dos individuos que iniciaram a HAART com CD4* <200, 350 e 500 células/mm3, 58,
45 e 38%, respectivamente, ndo recuperaram valores acima de 500 células/mm?. O
estudo demonstrou que o sexo masculino (p=0,02) e o aumento da idade ao
diagnéstico (p=0,01) estdo associados ao menor ganho de CD4*. J4 o uso do
esquema TDF+3TC+EFZ (p=0,03), inibidores de protease (p<0,0001) e tenofovir
(p=0,0003) associados ao aumento de CD4*. A andlise demonstrou que o0s
polimorfismos analisados ndo estdo associados com a dinamica de CD4* durante a
terapia. Conclui-se que a area da farmacogenética fornece evidéncias que podem
auxiliar no direcionamento da personalizacdo terapéutica para a prescricdo do
tenofovir, nevirapina e atazanavir. A apresentacao tardia aos cuidados € um grande
entrave para o inicio precoce da HAART, sem o qual muitos ndo recuperam a
imunidade. Se alcancar valores de 500 células/mm?® de CD4* faz com que a taxa de
mortalidade se equipare ao da populacdo em geral, esse deveria ser o objetivo da

clinica para todos os pacientes.

Palavras-chave: HIV/AIDS, Terapia antirretroviral, Efeitos adversos, Farmacogenética,
Medicina de precisdo, Polimorfismos, Recuperacdo imunoldgica.
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ABSTRACT

One of the main challenges of antiretroviral therapy is its unpredictability and
inter-individual variability in its outcome. The contribution of genetic, clinical and
epidemiological variables as potential predictors of the response to antiretroviral
therapy in patients with HIV/AIDS was investigated. Therefore, a systematic review
with meta-analysis was carried out. In addition, 291 patients were genotyped for
ABCB1 rs1045642, CYP2B6 rs3745274 and TNF-a rs1800629, rs361525 using
Tagman probes. The results of the meta-analysis demonstrated an association
between HLA-B*5701 and the hypersensitivity reaction to abacavir (O.R.=28.51;
C.1.=9.95-81.71); ABCC4 rs1751034 and tenofovir-induced renal tubular dysfunction
(O.R.=2.98; C.1.=1.41-6.28); CYP2B6 rs3745274 and central nervous system adverse
effects to efavirenz (O.R.=2.10; C.1.=1.04-4.24); HLA-Cw*0401 (O.R.=2.98; C.1.=2.18-
4.08) and HLA-DRB*01 (0O.R=2.52; C.1.=1.29-4.91) and nevirapine-induced
hypersensitivity reaction; and UGT1A1*28 and atazanavir-induced hyperbilirubinemia
(O.R.=7.17; C.1.=4.32-11.91). The primary study revealed that 53% of the patients
involved presented themselves late for care (CD4* <350 cells/mm3). It was observed
that of the individuals who started HAART with CD4* <200, 350 and 500 cells/mms2,
58%, 45% and 38%, respectively, did not recover values above 500 cells/mm?3. This
study showed that males (p=0.02) and those at an advanced age at the time of
diagnosis (p=0.01) were associated with lower CD4* gain. The use of the
TDF+3TC+EFZ scheme (p=0.03), protease inhibitors (p<0.0001) and tenofovir
(p=0.0003) were associated with the increase in CD4* count. The analysis showed that
the polymorphisms analyzed are not associated with CD4* dynamics during therapy. It
is concluded that the area of pharmacogenetics provides evidence that can assist in
directing therapeutic customization for the prescription of tenofovir, nevirapine and
atazanavir. Late presentation to care is a major obstacle to the early onset of HAART,
without which many do not recover immunity. If reaching values of 500 cells/mm?3 of
CD4* causes the mortality rate to match that of the general population, this should be

the goal of the clinic for all patients.

Keywords: HIV/AIDS, Antiretroviral therapy, Adverse effects, Pharmacogenetics, Precision
medicine, Polymorphisms, Immune recovery.



1. INTRODUCAO

1.1 A sindrome da imunodeficiéncia adquirida e a infec¢cdo pelo virus da

imunodeficiéncia humana.

1.1.1 Histérico

Em meados de 1981, o Center for Disease Control publicou informagdes
epidemioldgicas de cinco homens gque mantinham relacdes sexuais com homens da
cidade de Los Angeles (EUA), com pneumonia por Pneumocystis carinii e Sarcoma
de Kaposi, doencas caracteristicas de sistemas imunolégicos deprimidos!. Novos
casos foram identificados em homens que mantinham relagdes sexuais com homens
da Califérnia, Nova York e outras cidades americanas, um més apds o ocorrido?.
Acdes de vigilancia nacional foram conduzidas a fim de identificar os fatores de risco
dessa nova doenga, mas o historico levou o primeiro editorial a sugerir que estaria
relacionada ao comportamento sexual de homens3. Nesse periodo, casos
semelhantes surgiam com frequéncia. Entretanto, nos meses seguintes, pacientes
hemofilicos e haitianos recém-chegados aos EUA, os quais eram usuarios de drogas

intravenosas e heterossexuais, também apresentavam sintomas similares?.

Esses acontecimentos evidenciaram que o agente etiol6gico era transmissivel
também por sexo heterossexual e por sangue ou hemoderivados contaminados por
um agente até entdo desconhecido. Essa doenca altamente infecciosa, que destruia
o0 sistema imune das vitimas, foi, posteriormente, nomeada de Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (do inglés, Acquired Immunodeficiency Syndrome -
AIDS)2. Em pouco tempo, afetou milhares de pessoas, tanto nos Estados Unidos da
América quanto em outros paises, tornando a AIDS reconhecida mundialmente,
passando a ser o problema de saude mais desafiador e devastador nas ultimas
décadas®. Em 1983, foi identificado um retrovirus de células do sistema imune de
individuos com sintomas de AIDS. Mais tarde, esse virus passaria a ser conhecido
como o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (do inglés, human immunodeficiency

virus - HIV)*®,



Estudos retrospectivos demonstraram que o HIV-1 surgiu na Africa (Republica
de Camardes), derivado de um virus da imunodeficiéncia de simios, que infectava
chimpanzés. Os humanos entraram em contato com o virus através do habito que
existia em alguns povoados de se alimentar da carne desses animais. Ap0s um
processo de adaptacéo ao hospedeiro humano, o HIV-1 passou a ser transmissivel
entre pessoas®. O mais antigo relato de HIV-1 foi um diagnéstico retrospectivo em
Kishna, capital da Republica Democréatica do Congo, por meio de uma amostra de
soro coletada em 1959. Estima-se que o virus tenha feito a transicdo para a espécie
humana no inicio da década de 1930. E provavel que a doenca tenha permanecido
desconhecida nesse periodo, uma vez que a transmissao estava limitada a pequenos
povoados onde as taxas de promiscuidade sexual eram baixas. Apds o declinio do
colonialismo europeu na Africa Central, a populacdo foi se tornando cada vez mais
urbana, o que contribuiu para disseminar a doenca. A origem e o crescimento rapido
de grandes aglomeracgfes e 0 uso generalizado de substéancias injetaveis podem ter

contribuido para a disseminac&o do virus entre humanos na Africa®.

1.1.2 Epidemiologia

A AIDS é uma das mais devastadoras epidemias dos Ultimos anos. Desde a sua
descricdo em 1981, tem causado impacto de enormes proporgdes. Segundo fontes
das Nacdes Unidas, o virus ja infectou aproximadamente 75 milhdes de pessoas e
matou mais de 32 milhdes. Nos anos 2000, o mundo testemunhava um numero
extraordinario de novas infeccbes pelo HIV diariamente, onde 8.500 pessoas eram
infectadas pelo virus e 4.300 morriam de doencas relacionadas a AIDS®’. Entretanto,
contra todas as expectativas, esses numeros foram impactados desde a
implementagcdo das Metas do Desenvolvimento do Milénio em 2000, cujo
compromisso com a luta contra o HIV tem sido crucial no controle dessa epidemia.
Desde sua implementacédo, com estratégias como a ampliacdo da cobertura da terapia
antirretroviral e sua eficacia, o numero de novas infec¢des reduziu 35% e o nimero
de mortes por causas relacionadas a AIDS diminuiu 41%, em alguns paises®. Tais
metas possibilitaram que em 2019, das 38 milhdes de pessoas vivendo com HIV/AIDS

(PVHA), 25,4 milhGes (66,8%) tivessem acesso a terapia’.



Contudo, milhdes de pessoas todo ano ainda sao infectadas pelo virus. S6 no
ano de 2019, 1,7 milhGes de pessoas foram infectadas e, aproximadamente, 690.000
morreram por doencas relacionadas a AIDS. Estima-se que em 2017,
aproximadamente, 180.000 criancas foram infectadas e 110.000 morreram por
doencas relacionadas a AIDS. No Brasil, em 2018, foram diagnosticados 43.941
novos casos de infecgéo pelo HIV e 10.980 6bitos; totalizando, no periodo de 1980 a

junho de 2019, 966.058 casos de AIDS detectados no pais®.

Nesse contexto, muitos desafios precisam ainda ser superados, como o fato de
9,4 milhdes de PVHA nédo conhecerem seu estado e, aproximadamente, 15 milhdes
de PVHA ainda ndo terem acesso a terapia. Além disso, o fato de muitos pacientes
que iniciam a terapia a interromperem devido as falhas no tratamento, toxicidade e
efeitos colaterais, € um agravante para o controle da epidemia. Sendo assim, uma
investigacdo intensa ainda € necessaria para fornecer uma terapia antirretroviral com
menos efeitos colaterais, menos toxicidade e desenvolver diferentes estratégias a fim
de aumentar a adesdo ao tratamento, evitar o ressurgimento da replicagéo viral e,

finalmente, controlar o HIV6:10.11,

1.1.3 Virus da imunodeficiéncia humanatipo 1 (HIV-1) e Ciclo replicativo

O HIV-1 pertence a familia Retroviridae, do género Lentivirus. E um virus com
formato esférico, constituido por um envelope formado por uma dupla camada de
fosfolipidios, onde sdo encontradas inUmeras projecfes de glicoproteinas gp4l e
gpl120 (Figura 1). A gp41 atravessa o envelope e esta ligada a gp120, que € a projecao
mais externa do virus, ambas responsaveis pela ligagdo do HIV com a célula
hospedeira. Em seu interior, um capsideo envolve o genoma viral constituido por duas
fitas simples de RNA associadas a trés enzimas virais (transcriptase reversa,
integrase e protease)*'516 e proteinas acessorias!®, consiste no arcabouco

indispensavel para sua replicacao nas ceélulas hospedeiras.
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Figura 1: Estrutura do HIV. Proteinas gpl120 e gp4l estdo na membrana viral e as proteinas pl7
encontram-se entre o envelope e o capsidio. O capsidio viral contém a p24, que envolve duas fitas de
RNA e as enzimas transcriptase reversa, protease e integrase. Fonte: Adaptado de Abbas e cols.,
201816,

O material genético do HIV-1 possui, aproximadamente, 10.000 nucleotideos,
distribuidos em nove matrizes abertas de leitura (Figura 2). Os genes gag, env, pol,
tat, rev, nef, vif, vpr e vpu codificam 15 proteinas tipicas da familia Retroviridae. Dentre
as proteinas temos as proteinas estruturais: p17, p24, p7 e p6, codificadas pelo gag;
glicoproteina do envelope gpl120 e gp41l, codificadas pelo env, envolvidas na
formacédo do envelope viral lipoproteico e na entrada do virus na célula alvo>'’. A
matriz aberta de leitura gag-pol codifica um polipeptidio que, apés clivado, origina as
enzimas viriais transcriptase reversa, integrase e protease, envolvidas na replicacéo,
maturacéo e capacidade infecciosa da particula viral. Os demais genes (vif, vpr, tat,
rev, nef e vpu) codificam proteinas regulatorias e acessoérias também envolvidas na
infecgdo e patogénese. Em ambas as extremidades 5’ e 3’ do genoma viral existem
repeticdes terminais longas (LTR) com a funcéo de inseri-lo no genoma do hospedeiro

e regular a expresséo de seus proprios genes>1’,
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Figura 2: Esquema do genoma (DNA) do HIV-118,

Em 1984, foi descoberta a grande afinidade do HIV-1 pelos receptores CD4 e
em 1996, aproximadamente apés uma década de estudos, o processo de infeccdo
pelo HIV ficou esclarecido!®?°. Descobriu-se que, além de interagir com o receptor
CD4, o virus também precisava interagir com receptores para quimiocinas CCR5%1-2%
ou CXCRA42425, Tais caracteristicas faziam dos linfécitos T-CD4* suas principais
células-alvo, o que justificava a progressiva imunossupressdo e as frequentes
infeccbes oportunistas as quais o portador era acometido?’?8, Além disso, essa
caracteristica também permitia ao virus infectar mondcitos, macréfagos e células
dendriticas, as quais liberam particulas virais maduras no plasma sanguineo e em
fluidos corporais, tais como fluido vaginal, sémen e leite materno. Assim, esclareceu-
se 0 processo de transmissdo através do contato sexual sem preservativo,

amamentacdo, transfusdo de sangue e uso de seringas contaminadas?.

O ciclo replicativo do HIV-1 pode ser descrito em seis etapas: ligagao/penetracéo
na célula alvo; desnudamento; retrotranscricdo; integracéo; sintese/montagem e, por
fim, escape/maturacéo (Figura 3). O ciclo envolve a interagdo do complexo gp41-
gp120-CD4 com o co-receptor CCR-5 ou CXCR-4 na membrana da célula-alvo. Vale
ressaltar que no inicio da infec¢ao o HIV-1 usa, predominantemente, receptores CCR5
e que, com o curso da infeccdo, os virus se adaptam e passam a utilizar também os

CXCR-4, contribuindo com a progresséo da doenca'?.
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Figura 3: Ciclo de vida do HIV. O virus se utiliza de receptores na membrana celular dos linfécitos T
CDA4+ para fazer a ligacéo e fusdo de sua membrana com a da célula hospedeira (1 e 2). Em seguida,
o capsideo penetra na célula (2) e libera seu material genético no citoplasma para a¢édo da transcriptase
reversa (3). O provirus sintetizado entra no nicleo e é integrado ao DNA do hospedeiro por meio da
integrase (4), conduzindo a sintese de novo material viral (5). Novos virus sé&o montados, brotam da
célula (6) e sofrem maturacao (7) para um novo ciclo infeccioso. Fonte: Adaptado de Biology for AP®
Courses 201830,

Primeiramente, a proteina gp120 do envelope viral € reconhecida pelo receptor
CD4. Essa interacao (ligacao) inicia uma série de eventos: alteracdo conformacional
em gpl20, levando a interacdo com o correceptor de quimiocina. Essa interacéo
causa exposi¢cao do dominio hidrofébico em gp41 (chamado peptideo de fuséo), que
se insere na membrana celular, promovendo a fusédo desta com o envelope viral e a
penetracdo do capsideo viral no citoplasma da célula (penetracédo)?®3132, No
citoplasma, enquanto o capsideo viral € desmontado (desnudamento) a enzima
transcriptase reversa inicia a retrotranscrigdo, sintetizando inicialmente um DNA de
fita simples, depois utilizando este como molde para sintetizar o DNA dupla fita. E

importante ressaltar que esta enzima néo tem capacidade de reparar erros que podem



ocorrer durante a retrotranscricao, o que eleva as taxas de muta¢des do virus. Assim,
apos o genoma proviral ser sintetizado, o DNA viral se associa a um complexo de pré-
integracdo e este é transportado para o nucleo da célula, onde a enzima integrase
processa a incorporacdo do DNA viral ao DNA da célula alvo. Em seguida, caso a
célula esteja ativa, sdo transcritos RNAs virais e sintetizadas as proteinas virais, que
sdo montados em novas particulas virais. Tais particulas brotam da célula ainda
imaturas, levando consigo partes da membrana celular para constituir um novo
envelope3334, No meio extracelular, a enzima protease viral conclui os processos de
maturacdo do virus, os quais envolvem a clivagem dos polipeptideos gag e gag-pol,

tornando-o infeccioso e pronto para um novo ciclo replicativo®.

1.1.4 Historia natural da doenca e patogénese

A infeccdo pelo HIV cursa com um amplo espectro de apresentacdes clinicas,
desde a fase aguda até a fase avancada da doenca. Em individuos nédo tratados,
estima-se que o tempo médio entre o contagio e o aparecimento da forma avancada
da doenca esteja em torno de dez anos®¢. O esquema da histéria natural da doenca é

apresentado na Figura 4.
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Figura 4. Historia natural da infec¢éo pelo HIV-1. A fase aguda é marcada por uma alta viremia (linha
cinza), uma queda importante da contagem de LT-CD4+ (linha preta). No inicio da fase de laténcia
clinica a contagem de linfocitos T-CD4* permanece acima de 350 células/mm3; porém, a evolugdo da
doenca e consequente destruicdo em massa de células CD4* promovem a imunodeficiéncia avancada.
Fonte: Adaptado de HIV Book 2015/2016%7.



A infeccdo aguda pelo HIV corresponde as primeiras semanas da infeccéo.
Nesse periodo, as células infectadas, principalmente macréfagos, migram para
tecidos linfoides, onde ocorre intensa replicagcéo viral, e o contato direto entre células
favorece a disseminacdo. Tem-se carga viral elevada e niveis decrescentes de
linfocitos T-CD4*, pois a resposta imune adaptativa ainda ndo esta desenvolvida®.
Nessa fase, a infec¢ao pelo HIV acompanha um conjunto de manifestacdes clinicas,
denominado sindrome retroviral aguda, que se apresenta entre a primeira e terceira
semana apos a infeccdo. Essas manifestacbes duram poucas semanas e S&o
semelhantes aos de outras infeccdes virais, por isso a infeccdo pelo HIV comumente
deixa de ser diagnosticada nessa fase inicial, periodo que o individuo é altamente

infectantes®.

No inicio da fase de laténcia clinica, o sistema imune do hospedeiro comeca a
se sobressair e criar uma resposta contra a presenca do virus, fazendo com que a
viremia diminua e a contagem de linfécitos aumente. Porém, a medida que a infec¢céo
progride, o sistema imune falha gradualmente, permitindo a replicagdo descontrolada
do HIV-1, com consequente destruicdo em massa de células CD4*. Ocorrem o0s
sintomas constitucionais (febre baixa, perda ponderal, sudorese noturna, fadiga),
diarreia crbnica, cefaleia, alteracdes neuroldgicas, infeccdes bacterianas (pneumonia,
sinusite, bronquite), lesbes orais e herpes-zoster. Assim, devido a incompeténcia do
sistema imune em repor as células destruidas pelo HIV3®, instaura-se a AIDS, com a
contagem de linfocitos T-CD4* abaixo de 200 células/mms3, na maioria das vezes.
Entre as infec¢cdes oportunistas que se manifestam destacam-se: pneumocistose,
neurotoxoplasmose, tuberculose pulmonar atipica ou disseminada e meningite
criptococica. As neoplasias mais comuns sdo Sarcoma de Kaposi, linfoma néo

Hodgkin e cancer de colo uterino, em mulheres jovens3é,

Varios fatores séo responsaveis por essa deplecéo de linfécitos T-CD4*. Células
infectadas sao destruidas pela citopatogenicidade do proprio virus e por mecanismos
liticos mediados por linfécitos T-CD8* 2. Além disso, ha deplecéo de linfécitos T-CD4*
ndo infectados devido a intensa ativacdo imune, que induz a apoptose3®4° e o
comprometimento da producédo e diferenciacdo a partir da medula 6ssea e do timo

também contribuem para a deplecéo*!.



1.2 Tratamento da infeccao pelo HIV

O tratamento € feito por meio da terapia antirretroviral, com a associa¢do de
farmacos cujo principal objetivo € suprimir a carga viral, diminuindo a probabilidade de
transmissdo e de infeccdo por doencas oportunistas e consequente morbidade e
mortalidade, melhorando a qualidade e a expectativa de vida*?—#¢, Para tanto, a terapia
impede que o HIV-1 conclua o ciclo de replicacdo e maturacdo, com estratégias
direcionadas a inibir as enzimas transcriptase reversa, integrase e protease, e impedir
a fusdo do envelope viral com a célula alvo3346, A Figura 5 esquematiza o ciclo

replicativo do HIV-1 e os sitios alvos dos antirretrovirais.

Maturacdo
i
Inibidores de
Inibidores de Protease
Fusao
Liberagdo da
particula viral
Antagonistas do
CCRS 33
: Monlagem\ Traducdo
Desnudamento oooo/_\\M/vW
® NS
AV VAV VS
ININININININI\I\S
Transcricdo INTR = o Saida do
Reversa INNTR Nicleo I RNA viral
N
o Inibidores de Transcricdo _\n~ns
Integrase / N VA
" Integragdo 5'LTR 3'LTR

Figura 5: Mecanismo de a¢do dos antirretrovirais. Destacam-se 0s pontos aos quais cada classe de
farmaco se liga durante o ciclo viral, impedindo assim a entrada do virus, a transcri¢cdo e integracéo
dele na célula hospedeira, bem como sua maturacgéo, evitando a formacgao de novas particulas virais.
Fonte: Adaptado de Barre-Sinoussi e cols., 201347,

Sem o tratamento, a maioria dos pacientes evolui para a imunodeficiéncia
progressiva, acarretando manifestagcbes de doencas definidoras de AIDS e
consequente morte prematura. A supressao viral reduz o risco dessas complicacoes
através da melhora da funcéo imunoldgica*®. Assim, na pratica clinica, a quantificacdo
da carga viral e a contagem de linfocitos T-CD4* sdo parametros utilizados para avaliar

o curso da infeccdo e monitorar a terapiat#4®%0. Os antirretrovirais estdo distribuidos
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em seis classes de acordo com o sitio alvo e modo de acdo: (1) Inibidores da
transcriptase reversa; (2) Inibidores de Protease; (3) Inibidores de Integrase; (4)
Inibidores de Fusédo; (5) Inibidores de Entrada e os (6) Potencializadores

Farmacocinéticos?°.

Os farmacos cujo alvo € a transcriptase reversa sdo os Inibidores analogos a
Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INTRs) e Inibidores ndo analogos a
Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INNTRs). Ambos sdo capazes de inibir a
enzima e interromper o ciclo do virus, embora por meios distintos: os INTRs interagem
com o sitio catalitico da enzima, enquanto os INNTRs interagem com o sitio alostérico,
localizado no sitio de ligacdo da enzima com seu substrato. Outra estratégia de ataque
ao virus é a mais recente classe de antirretrovirais, os inibidores de integrase, os quais
atuam inibindo uma fase crucial do ciclo replicativo do HIV-1: a integracdo do DNA
viral ao DNA da célula hospedeira. A fase de montagem e maturacdo das novas
particulas virais também é alvo da terapia, sendo realizada pelos inibidores de
protease que bloqueiam a protease viral, reduzindo a disseminacao do virus. Por fim,
os inibidores de entrada que atuam por meio de competi¢do pelos co-receptores; e 0s
inibidores de fusdo, que apresentam-se sob a forma de um peptideo sintético da gp41,
atuando, de forma competitiva, impedindo as interacées necessarias a fusado entre as

membranas viral e celular3140,

1.2.1 Farmacocinética da terapia antirretroviral

Para a acdo dos antirretrovirais, € necessario que sejam submetidos aos
processos de absor¢cdo, como o efeito de primeira passagem intestinal-hepatica,
distribuicdo, metabolismo e excre¢do, os quais determinam sua biodisponibilidade.
Dessa forma, a superfamilia de genes que codificam proteinas envolvidas nas vias
farmacocinéticas dos antirretrovirais Sdo componentes importantes da resposta
antirretroviral. Podemos citar a familia dos citocromos P450 (CYP) e das Uridinas
difosfato Glicuronosil Transferases (UGTSs), envolvidas nas etapas de fase | e fase Il
do metabolismo, respectivamente, e as familias de transportadores por sitios de
ligacédo de ATP (ABC) e transportadores de soluto (SLC)33.

CYP1, CYP2 e CYP3 sao as principais familias de enzimas, pertencentes a

grande familia dos CYP, envolvidas nas reacdes de biotransformacao de fase 1 de
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muitos antirretrovirais, tornando-os passiveis de excrecdo na urina. Os genes que
codificam as CYPs sdo expressos, principalmente, no figado e sdo altamente
polimorficos, apresentando varias isoformas. Entre elas, o citocromo P450
polipeptideo 6 da familia 2 e subfamilia B (CYP2B6) que codifica a enzima CYP2B6,
a qual metaboliza os INNTR mais usados no tratamento anti-HIV, como por exemplo
o efavirenz e a nevirapina33. Destacam-se também as CYP3A4 e CYP3A5 envolvidas
no metabolismo dos INTR e inibidores de protease. A superfamilia UGT consiste nas
enzimas das familias UGT1 e UGT2, expressas principalmente no figado. Promovem
a glucuronidacao, um passo importante na eliminacdo de compostos como bilirrubina
e certos antirretrovirais, como zidovudina, raltegravir, abacavir, atazanavir e

efavirenzss,

A superfamilia ABC (ATP-binding cassete) é composta por mais de 40 genes
gue codificam para proteinas transmembrana, as quais possuem dominios na por¢ao
citoplasmatica onde o ATP se liga. Atuam transportando ativamente moléculas para
fora das células, conferindo-lhes um papel de protecdo contra substancias estranhas
e potencialmente téxicas, inclusive medicamentos33. No contexto da farmacocinética
de antirretrovirais, as proteinas das subfamilias ABCB e ABCC assumem papel de
suma relevancia no efluxo de inibidores de protease e de alguns INTRs. Estéo
presentes em tecidos como intestino, barreira hematoencefalica, figado e rins. Dessa
forma, elas limitam a absorcdo de alguns antirretrovirais e a presenca deles em
reservatorios do HIV-1 (sistema nervoso central, testiculos) e contribuem com a
excrecdo dos antirretrovirais. Essas proteinas também estdo presentes em linfocitos,
contribuindo para a expulsdo da droga das células alvo do virus. Tais caracteristicas
conferem aos transportadores da familia ABC o papel na resisténcia a terapia

antirretroviral3352,
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1.2.2 Da monoterapia a terapia antirretroviral altamente ativa

Até 1990 existiam poucas opcdes de tratamento para a infec¢éo pelo HIV-1. O
manejo clinico consistia principalmente na profilaxia de infec¢cdes oportunistas e em
controlar as doencas relacionadas a AIDS. Em 1987, foi aprovado o primeiro
antirretroviral para o tratamento de PVHA, a zidovudina 5354, Entretanto, a ocorréncia
de efeitos adversos e a selecdo de cepas virais com mutacdes de resisténcia
comprometiam o sucesso da monoterapia®®. Isso impulsionou o desenvolvimento de
novos farmacos, como o desenvolvimento de inibidores de transcriptase reversa e
protease, a partir da década de 1990, e a introducdo de estratégias de regimes que

combinassem esses agentes para melhorar a eficacia terapéutica.

Nesse contexto, no ano de 1996 foi anunciado, na XI Conferéncia Internacional
sobre AIDS, um novo “coquetel”. Composto pela combinacdo da zidovudina,
lamivudina e a nova classe de inibidores de protease, esse coquetel foi determinante
na reducdo da morbidade e mortalidade associada a infeccdo pelo HIV/AIDS; um
marco na histéria da luta contra a doenca>*>>. Esse avanco deu origem a terapia
antirretroviral altamente ativa (HAART), que se caracteriza pela combinacéo de trés
ou mais drogas antirretrovirais, dirigidas contra pelo menos dois alvos moleculares do
ciclo de replicagédo do virus®®. A HAART reduz a carga viral plasmatica para abaixo
dos limites de deteccdo dos ensaios clinicos mais sensiveis (40 copias RNA/mL) e,
geralmente, resulta em uma recuperacao significativa do sistema imunolégico, medida

por um aumento nos linfocitos T-CD4* circulantes.

O Brasil, ao longo de décadas de epidemia, tem se destacado como um dos
paises modelos de tratamento, controle e atencdo a AIDS, ao garantir, desde 1996, o
acesso universal e gratuito aos servicos de saude e aos medicamentos. Atualmente,
22 farmacos s&o disponibilizados pelo Sistema Unico de Saude. Inicialmente, o
Protocolo Clinico de Diretrizes Terapéuticas para o Manejo de Infec¢éo indicava o
inicio da HAART para pacientes sintomaticos ou assintomaticos desde que
apresentassem contagem de linfécitos T-CD4* abaixo de 200 células/mm?3 54, Esse
valor de corte passou a ser de 350, depois de 500 células/mm? e, atualmente, o inicio
da terapia estd recomendado para todas as pessoas infectadas, independentemente
do seu estagio clinico e/ou imunoldgico®®. Uma questdo importante relacionada ao

inicio precoce da terapia € a reducao do risco de morbidade e mortalidade quando o
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paciente inicia o tratamento com a contagem de linfocitos T-CD4* acima de 500
células/mm? 5758 e o fato de que a magnitude da recuperacdo imunoldgica esta
diretamente relacionada com a contagem dessas células no inicio da terapia®®-°2.
Essa mudanca de critério surgiu como proposta para garantir o sucesso terapéutico,
causando impacto direto e positivo na ambiciosa meta 90-90-90. Tal meta almeja que
90% das pessoas que vivem com HIV/AIDS conhecam seu estado, que 90% destas
sejam medicadas e que 90% das pessoas em uso da HAART tenham a carga viral

suprimida, mantendo-se saudaveis e reduzindo o risco de transmissdo do HIV>4,

As diretrizes atuais recomendam que a terapia deve incluir, obrigatoriamente,
combinagdes de, pelo menos, trés antirretrovirais, sendo dois INTRs associados a
uma outra classe de antirretrovirais (INNTR, inibidor de protease ou inibidor de
integrase), preferencialmente o dolutegravir. No Brasil, em 2017, foi proposto um novo
esquema de tratamento de primeira linha, tenofovir + lamivudina (INTRs) associados

ao dolutegravir (inibidor de integrase).

Aproximadamente 90% dos adultos em tratamento possuem carga viral
indetectavel (numero de copias virais menor que 40) e a maioria destes reconstituem
sua imunidade®3. Assim, além de retardar a progressédo da doenca, a implementacéo
da HAART reduz o risco de transmissao, pois, com a carga viral suprimida, o risco de
transmissao pela relacdo sexual é praticamente zero®. Pode-se afirmar que a HAART
mudou drasticamente a histéria natural da infeccao pelo HIV, a qual passou de uma
doenca letal & uma infeccéo crénica. Contudo, essa cronicidade e a perspectiva do

tratamento continuo com multidrogas trouxeram uma série de desafios.

1.2.3 Desafios clinicos relacionados ao tratamento

Um dos principais desafios clinicos é a variabilidade interindividual no desfecho
da terapia combinada. Tal variabilidade pode ser dirigida por fatores como sexo, idade,
interacdes medicamentosas, comorbidades, resisténcia viral, adesdo ao tratamento e
fatores genéticos33435165 Esses aspectos trazem uma série de outros desafios para

a clinica, impactando diretamente no manejo dos pacientes®:67,
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1.2.3.1 Efeitos adversos a HAART

A efetividade da HAART frequentemente é prejudicada pelo desenvolvimento de
efeitos adversos, 0s quais aumentam o risco de morbidade e mortalidade. Eles podem
ser responsaveis pela ndo aderéncia adequada ao tratamento®%°, além de
contribuirem significativamente para o aumento dos custos associados ao tratamento
da infeccdo®. Mais de 25% dos pacientes descontinuam o regime inicial da HAART
devido aos efeitos adversos’®.

Estudos demonstraram que, dependendo das caracteristicas genéticas de um
paciente, a terapia antirretroviral pode levar a uma maior ou menor predisposicao a
ocorréncia de efeitos colaterais®®. Uma das razdes para essa variabilidade
interindividual é a presenca de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em genes
gue codificam para proteinas envolvidas nas vias farmacocinéticas dos antirretrovirais.
Cada SNP representa uma alteracdo pontual de um Unico nucleotideo, que pode
resultar em consequéncias funcionais importantes para a atividade génica, como a
alteracdo do nivel de expressao ou inclusive alterando o produto génico. Com base
nestes pressupostos, em 1959, Vogel designou o campo da farmacogenética,
destinado a investigacdo da influéncia da variabilidade genética do individuo nas

respostas medicamentosas’?.

- Farmacogenética de Efeitos adversos

A farmacogenética, também conhecida como medicina de precisdo, tem o0s
estudos de associacdo como uma de suas principais ferramentas para identificar e
caracterizar polimorfismos que possam estar associados a uma maior ou menor
chance de expressar um fenétipo de interesse clinico**. Com isso, a area coopera
para as perspectivas de um tratamento otimizado através da personalizacao
terapéutica, podendo evitar o tratamento inadequado e consistir numa ferramenta util
na tomada de decisdo a respeito da escolha da terapia337273,

A farmacogenética esta sendo estudada no ambito da terapéutica do HIV devido
ao longo prazo e a toxicidade do tratamento!?. Com isso, a HAART tem sido
beneficiada por ferramentas preditivas para identificar a combinagdo de farmacos
mais provavel de ser tolerada e eficaz3*7?274. Um dos melhores exemplos dessa

colaboracdo é a associacdo entre o alelo HLA-B*5701 e a reacdo de
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hipersensibilidade induzida pelo abacavir’>. Inclusive, no Brasil o protocolo para
introducéo do abacavir na HAART requer o teste para o alelo HLA-B*57012%6. Seguindo
esse exemplo, varios estudos de associagdo farmacogenética foram realizados para
diversos medicamentos da HAART, com o intuito de estabelecer uma associacao
entre marcadores genéticos e a susceptibilidade a manifestacédo de efeitos adversos

a terapia, bem como sua eficéacia.

Polimorfismos associados a reacdo de hipersensibilidade devido ao uso

de abacavir

O abacavir € um INTR e causa uma reacdo de hipersensibilidade em
aproximadamente 5% dos pacientes, a qual pode se apresentar com febre, ndusea,
exantema, mal-estar, distUrbios gastrointestinais e respiratérios’®’’; em casos raros
pode ser fatal’®8l, HA fortes evidéncias de uma base imunolégica para a reacgdo de
hipersensibilidade, refletida na presenca de linfécitos T-CD8* infiltrados na pele de
pacientes com erupcgdo cutanea®?. Além disso, uma associacdo entre a reacdo de
hipersensibilidade induzida pelo abacavir e a variante HLA-B*5701, no gene HLA-B
do sistema antigeno leucocitario humano (localizado no cromossomo 6p21.33; OMIM
142830), sugere uma base genética para a reagdo’®’783, Um dos primeiros estudos
registrou a presenca do alelo HLA-B*5701 em 78% dos pacientes que apresentaram
o fenétipo, contra apenas 2% do grupo controle®3. Em seguida, essa associacéo foi
reproduzida em diversos estudos, impactando diretamente na pratica clinica com a
implementacgéo do exame de tipificacdo do alelo HLA-B*5701, visando oferecer mais
seguranca na prescricdo do abacavir®.

Polimorfismos associados a disfuncdo tubular renal devido ao uso de

tenofovir

O tenofovir € um INTR que faz parte do esquema de primeira linha para o
tratamento da infeccdo pelo HIV no Brasil®®. Alguns estudos tém alertado sobre a
disfungéo tubular renal associada ao seu uso prolongado; entretanto, 0 mecanismo
envolvido ainda ndo estd bem esclarecido®-%%. Sabe-se que esse medicamento é

intensamente excretado pelos rins e que ha alta variabilidade interindividual na
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apresentacao dos sinais e sintomas da disfuncdo. Por isso, pesquisas recentes tém
investigado o papel de SNPs em genes que codificam para transportadores de drogas
nas células tubulares renais, os quais podem predispor a disfungéo renal associada

ao tenofovir®’.

Polimorfismos associados a efeitos adversos no sistema nervoso central

devido ao uso de efavirenz

s

Efavirenz € um INNTR comumente associado a efeitos adversos no sistema
nervoso central, como depressdo, tontura e alucinacdes®. E metabolizado
principalmente no figado pela enzima CYP2B6, codificada pelo gene CYP2B6
(localizado no Cromossomo 19q13.2; OMIM 123930)89

(https://www.pharmvar.org/gene/CYP2B6). Polimorfismos que comprometem a

atividade dessa enzima podem explicar, em parte, a grande variabilidade
interindividual no nivel plasmético de efavirenz e na susceptibilidade aos seus efeitos
colaterais®®9!, Os primeiros registros sugerindo uma associacdo entre um
polimorfismo no gene CYP2B6 e efeitos adversos no sistema nervoso central vieram
de um estudo conduzido por Haas e cols.%?. Neste estudo, a troca do nucleotideo G
pelo T na posi¢do 516 do gene CYP2B6 (rs3745274), que causa a substituicdo do
aminoacido glicina por histidina®, estava associada aos sintomas (P= 0.036).

Polimorfismos associados a reacdo de hipersensibilidade devido ao uso

de nevirapina

O principal efeito adverso associado a nevirapina, um medicamento INNTR, € a
reacao de hipersensibilidade, caracterizada muitas vezes por exantema (15 a 20%
dos pacientes), hepatotoxicidade (20% dos pacientes) e febre’%%3-%_ QO mecanismo
envolvido nesse processo ainda ndo esta bem compreendido. Varios alelos do
sistema antigeno leucocitario humano da classe | e Il tém sido investigados. A
associacado entre a presenca do alelo HLA-Cw*0401 (localizado no cromossomo
6p21.33; OMIM 177900) e o fendtipo foi sugerida em pacientes tailandeses, onde
portadores desse alelo tém maior chance de manifestar essa reacdo®. Nesse mesmo

contexto, associacdes também estdo sendo propostas para o alelo HLA-DRB1*01:01
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(localizado no cromossomo 6p21.32; OMIM 142857 )°7 e para outros alelos da classe
, tais como HLA-B*14, HLA-Cw*08°%%° e HLA-B*35:05°%.

Polimorfismos associados a hiperbilirrubinemia devido ao uso de
atazanavir

A hiperbilirrubinemia é o principal efeito adverso desse inibidor de protease®,
cujo mecanismo subjacente € a inibicdo pelo atazanavir da enzima UGTI1AL,
responsavel pelo metabolismo da bilirrubinat®'192, Embora a concentracdo plasmatica
deste medicamento esteja diretamente correlacionada com os niveis de bilirrubina, os
estudos propdem que o risco de hiperbilirrubinemia grave aumenta mais ainda na
presenca do alelo UGT1A1*28 (rs8175347)102-104 Este polimorfismo consiste na
insercdo de uma repeticdo TA no promotor do gene UGT1Al (localizado no
cromossomo 2q37.1; OMIM 191740) tornando-0 menos ativo que o alelo com apenas
6 repeticbes (UGT1A1*6). Dessa forma, individuos homozigotos para o alelo *28
possuem atividade diminuida da enzima UDP-glicuronosiltransferase e,

consequentemente, niveis elevados de bilirrubina ndo conjugadal®.

1.2.3.2 Recuperacao imunolbgica

No geral, com a introducdo da HAART ¢é esperado que se inicie um processo de
reconstituicdo do sistema imune, com o aumento na contagem de CD4*. Entretanto,
alguns estudos mostram que, aproximadamente, 20 a 40% dos pacientes em
tratamento efetivo ndo alcangam uma contagem de CD4* ideal. Isso significa que eles
apresentam falha imunolégica a despeito da supresséo viral®2196-109  consistindo em
um desafio para a pratica clinica. Esse processo de recuperacao imune se da em trés
fases. Na primeira, durante o primeiro ao sexto més de HAART, a rapida redugdo na
carga viral e a redistribuicdo de células CD4* de memaria dos orgaos linfoides para o
sangue promovem um rapido aumento na contagem de CD4*, de 20 a 30 células/mm?
mensalmente. Esta fase € acompanhada pela reducdo na quantidade de citocinas
inflamatorias, tais como o fator de necrose tumoral (TNF -a). Na segunda fase, que
perdura até o fim do segundo ano de terapia, o incremento mensal de CD4* continua,
mas diminui, em torno de 5 a 10 células/mm?3, a medida que novas células CD4"* sdo

produzidas pelo timo. Apds o segundo até o quarto ano, na terceira fase, o aumento
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mensal é de 2 a 5 células/mm?3. Segundo estudos, todo esse processo de recuperacio
imune contabiliza um valor absoluto de 350 a 500 células ao final de um periodo de 4

a 7 anos de tratamento®83:107,

As definicdes de recuperacdo imune ideal e de falha imune divergem entre
diferentes estudos tanto em relacéo ao valor de CD4* quanto em relacdo ao tempo
em que este tipo de resposta deve ser verificado. Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude, séo considerados em falha imune aqueles individuos que, apos o inicio da
terapia, os niveis de CD4* se mantém abaixo de 100 células/mm?3 por
aproximadamente seis meses!!?. Na literatura, alguns estudos apontam valores
abaixo de 200 células/mm?3 apds 24 meses'!! ou abaixo de 500 células/mm?3 apés 4
anos de tratamento!®’. Outros consideram quando a magnitude do aumento da
contagem de células é inferior a 100 células/mm? apds 12112113 gu 2453 meses de
tratamento; ou inferior a 200 células/mm? apés 24 meses de tratamento efetivoll4.
Consideram-se também valores inferiores a 100%° ou 200 células/mm?3 %115 dentro do
primeiro ano de supressdo viral, para a caracterizacdo dos nao respondedores

imunoldgicos.

Embora essa falha imunolégica seja um dos grandes desafios e represente o
principal parametro para a progresséo da AIDS, pouco se sabe sobre os fatores e
mecanismos relacionados. Estudos tém demonstrado que € consequéncia,
principalmente, da producédo insuficiente e destruicdo excessiva de células CD4",
resultando em uma quebra da homeostase de linfécitos T-CD4* 63116, Além disso, essa
condicdo tem sido descrita com uma condicdo multifatorial®3116.117 "incluindo a baixa
contagem de CD4* no inicio do tratamento®?18119  citopatoxicidade viral, idade
avancada ao inicio da HAART, sexo masculino®:62199  atividade timica
reduzida®t113120 apoptose de CD4+3%40 e fatores genéticos®'*?1. Vale reforcar que a
incapacidade supracitada de reverter a imunossupressado tem sido um desafio na
pratica clinica. Ela esta associada ao aumento do risco de progresséo da doenca e
morte, devido as altas taxas de infec¢Bes oportunistas e por comorbidades néo
associadas a AIDS08122-124" por isso, determinar os fatores que possam ser
preditores da resposta imune a HAART é de suma importancia. E com esse propdsito,

diversos estudos de associacdo imunogenética estdo sendo executados.
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- Imunogenética da recuperacao imune durante a HAART

A imunogenética é o campo da ciéncia que estuda os aspectos genéticos
associados a resposta imunoldgica. Dado o papel fundamental das citocinas no
desencadeamento dessa resposta, genes que codificam para certas citocinas, além
de outros genes envolvidos na resposta imunoldgica, sdo alvos de muitos estudos de

associacao imunogenética.

Polimorfismos associados a dinamica dos linfocitos T-CD4* durante a
HAART

A literatura apresenta evidéncias de que variantes em genes que codificam para
determinadas citocinas e enzimas envolvidas na metabolizacdo de drogas estao
associadas com a recuperacdo de CD4* em pacientes durante o uso de HAART.
Variantes em genes que codificam para TNF podem predispor os pacientes a um alto
nivel de ativacdo imune, induzindo a apoptose em células CD4* 125127 A literatura
registra que portadores do genétipo AA+AG do TNF-a -308G>A (localizado no
cromossomo 5g23.1; OMIM 612111), apresentaram um aumento na atividade de TNF-
a?” e no nivel de apoptose de CD4%1?6 sugerindo a associacédo do alelo A com a

progresséao de diversas doencas.

Outras variantes consistentemente associadas com a recuperagdo imune em
pacientes em uso de HAART estdo presentes nos genes CYP2B6 e ABCB1
(localizado no cromossomo 7g21.12; OMIM 171050) envolvidos no metabolismo de
muitas drogas que constituem esquemas antirretrovirais. Muitos estudos investigaram
0 SNP né&o sindbnimo CYP2B6 516G>T, que leva a um splice aberrante diminuindo a
expressdo e funcdo da enzimal?®. Observaram que o grupo genotipico T/T estava
associado a uma melhor recuperagdo imune quando comparado ao grupo GG*12129,
Outros trabalhos investigando a associa¢do da mutacéo sinbnima ABCB1 3435C>T
com a recuperacdo imune, observaram que pacientes com 0 genétipo TT

apresentaram uma contagem de CD4* maior do que pacientes CT e CC?11%0,

Diante do exposto, em relacdo ao SNP ABCB1 3435C>T (rs1045642) a hipotese
do estudo era que a presenca do genotipo TT estivesse associada a uma maior
contagem de linfécitos T-CD4*. Isso porque a baixa expressao de glicoproteina-P

duodenal em individuos TT*3! leva a maior biodisponibilidade de antirretrovirais e,
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portanto, a melhor resposta. Além disso, o genoétipo TT esta associado a reducéo da
glicoproteina-P em células suscetiveis ao HIV®213l a qual permitiria uma maior

penetracdo de antirretrovirais.

No tocante ao CYP2B6 516G>T (rs3745274), sabe-se que o gendtipo TT leva a
menor expressdo da enzima CYP2B6 quando comparado ao GG e GT**? g, assim, a
maior exposicédo ao efavirenz33134, Com isso, no geral, esperava-se que o genoétipo
TT estivesse associado a alguma resposta significativa a HAART. Uma das
possibilidades era que a manifestacao de reacdes adversas ao efavirenz interferissem
na adesdo ao tratamento e, portanto, no processo de recuperacdo imune. Por fim,
quanto aos SNPs no gene TNF-a (-308G>A rs1800629 e -238G>A rs361525), a
hip6tese era que os alelos associados ao aumento na expressao do gene, também

estivessem associados a menor contagem de CD4* na amostra.

1.3 Estudos de associagédo genética secundarios

A revisdo sisteméatica é um estudo secundario que reine em um unico trabalho
todos os resultados e recentes avancos, obtidos por meio de estudos primarios (ou
estudos originais), sobre uma area de pesquisa. Na escala hierarquica dos niveis de
evidéncias as revisdes sistematicas com metanalise sdo consideradas o maior nivel.
A metanalise realiza uma sintese estatistica dos dados e resultados numéricos dos
trabalhos encontrados pela revisdo sistematica, com o objetivo de determinar o efeito
estimado de uma intervencdo!®®. Seu uso permite analisar as diferencas
metodoldgicas que expliqguem as inconsisténcias e conflitos entre estudos primarios,

avaliar a qualidade destes e propor padrdes para futuras pesquisas.

O forest plot é a representagéo gréafica da metandlise. Na Figura 6, os estudos
sao representados por uma linha horizontal com um sinal no centro. A posigéo do sinal
representa a medida de efeito do estudo, e 0 seu tamanho representa o peso de cada
amostra em relacdo as outras. O tamanho da linha esta diretamente relacionado com
o intervalo de confianca da estimativa. O losango € a representacdo da medida de
efeito da metandlise (centro), e a sua largura € o intervalo de confianca. A linha vertical
representa a auséncia de efeito; caso um intervalo de confianca toque nesta linha,

significa que o estudo nédo encontrou diferenca entre as intervences?!.
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Non - Responder  Responder Odds Ratio QOdds Ratio
Study or Subgroup Events  Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI Year M-H, Fixed, 95% C
Hwang 2007 (African Americans) 2 2 20 4 28% 150023, 9.92) =
Hwang 2007 (Caucasian) 3 B2 37 93 288%  1.13(0.62, 2.06) 2007
Thomas 2008 10 5 14 69 136%  0.98(0.40,2.44] 2008 - r
Ota 2012 2 59 43 65 321%  043(0.21,089) 2012 —
Huo R 2015 (Shanghai) 26 N 49 66 73%  1.80(0.60,545) 2015 -
Huo R 2015 (Henan Provincial) 38 5 25 3 156%  048(0.17,1.37) 2015 —
Total (95% CI) 302 348 100.0%  0.84(0.59,1.19] <
Total evenls 167 189

1

i Chi2 = =6(P=0.18) | = 34% f
Helerogeneity: Chi = 7,56, df = § (P = 0.18); I = 34% 00 0 ! 0 o

Test for overal effect: 2= 0.97 (P = 0.3) Favours [Non - Responder] Favours [Responder]

Figura 6: Representacgéo grafica do resultado de metanalise através do forest plot!3s,

1.4 JUSTIFICATIVA

A melhor compreensédo acerca da contribuicdo genética sobre a resposta a
HAART pode beneficiar o manejo clinico dos pacientes por meio do desenvolvimento
de ferramentas preditivas para identificar a combinacdo de farmacos mais provavel de
ser tolerada e eficaz. E importante reforcar que a baixa contagem de linfécitos T-CD4*
apresenta-se como principal parametro na progressao para a AIDS, estando
associada a maior incidéncia de infeccbes oportunistas e comorbidades. Assim,
fornecer subsidios para o desenvolvimento de marcadores genéticos capazes de
identificar pacientes com maior susceptibilidade a efeitos adversos e a falha

imunoldgica € de suma importancia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar se fatores clinicos, epidemioldgicos e genéticos estdo associados aos desfechos

clinicos em pacientes portadores do HIV-1, durante o uso de HAART.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Avaliar a existéncia de associacdo genética para a manifestacao de fendtipos
clinicamente relevantes durante o uso da HAART, em pacientes portadores do HIV-1,

por meio de uma revisdo sisteméatica seguida de metanalise.

2.2.2 Avaliar a existéncia de associacao entre variaveis
clinicas/epidemioldgicas/genéticas e a recuperacdo imunologica de pacientes
portadores do HIV-1 em uso da HAART, cadastrados no Centro ambulatorial
especializado Edgard Pita, em Barreiras — Ba:

2.2.2.1 Caracterizar o perfil clinico e epidemiol6gico dos pacientes;

2.2.2.2 Caracterizar a dinamica da recuperacdo imunolégica dos pacientes;

2.2.2.3 Avaliar se os SNPs ABCB1 3435C>T, TNF-a -308G>A, TNF-a -238G>A e
CYP2B6 516G>T estdo associados ao processo de recuperacao imune;

2.2.2.4 Avaliar se variaveis clinicas e epidemioldgicas estdo associadas com a

recuperagdo imune.
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3. METODOLOGIA

3.1 Descri¢do do estudo

Este trabalho consiste em um estudo de associacdo genética no qual foi
investigado a existéncia de associacfes entre possiveis marcadores genéticos e a
resposta clinica durante a HAART. Para tanto, foi realizada uma revisdo
sistematica/metandlise que, por meio de uma abordagem farmacogenética, investigou
qualquer fendtipo de interesse clinico ao uso de HAART, como a ocorréncia de efeitos
adversos, falha virolégica e recuperacéo imunolégica. Além disso, foi executado um
estudo primério, que focou no processo de recuperacao imune durante a HAART
(Figura 7).

HSR ao abacavir

KTD ao tenofovir

Estudo de Revisio eltos adversos
assoclacdo . . Metanalise no SNC ao

farmacogenetica sistematica efavirenz
secundario

HSR & nevirapina

Estudo de
associagdo
genética

Hiperbilirrubinemia
ao atazanavir

J

Coleta dados Analise e
Estudo de - . n
o secundarios e . discussao dos
assoclacao material biolégico Genotipagem dados secundarios
genética primario g
e moleculares

291 pacientes

Figura 7: Fluxograma ilustrando as etapas gerais do trabalho.

3.2 Estudo de associacdo farmacogenética secundario

3.2.1 Revisao sistematica

O PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-
Analyses)®’ foi adotado para registrar essa revisdo sistematica. A selecdo dos

estudos foi realizada em trés fases: identificagdo, triagem e elegibilidade. A



24

identificacdo foi realizada, inicialmente, por meio de buscas no PubMed/MEDLINE,
incluindo todos os artigos publicados até novembro de 2018, encontrados com 0s
termos inclusos no argumento 1 (Apéndice 1). Em um segundo momento, foram
realizadas novas buscas gerando um argumento para cada fendtipo investigado,
como consta no Apéndice 1. Ndo houve restrices quanto ao idioma, data e local de
publicacdo. Artigos de revisdo foram excluidos, porém, outros artigos foram
encontrados e incluidos a partir da consulta as referéncias das revisdes. A segunda
fase da revisdo sistematica, denominada triagem, foi realizada lendo os resumos e,
finalmente, a elegibilidade foi feita pela leitura completa do artigo. Foram selecionados
apenas estudos de associacdo genética primarios. Utilizando uma planilha de excel
estruturada, os seguintes dados foram extraidos: classe das drogas, droga, fenétipo
investigado, primeiro autor, ano de publicacdo, tamanho da amostra, etnia, gene e

polimorfismo. Os autores de estudos com dados ausentes foram contactados.

3.2.2 Metandlise

A metandlise foi realizada utilizando o software estatistico R (versdo 3.5.3)
usando o pacote “meta”. Os estudos foram analisados segundo os modelos de efeito
fixo e aleatdrio. Heterogeneidade entre os estudos foi avaliada pelo teste qui-
quadrado. As razdes de chance foram combinadas pelo método de Mantel-Haenszel
utilizando como peso o inverso da variancia em um modelo aleatério, com intervalo
de confianca (IC) de 95%. A metanalise foi realizada assumindo os modelos de efeito
alélico e genotipico (modelo recessivo e dominante), quando possivel. Nivel de

significancia foi de 0.05.

Os critérios de inclusdo na metanalise foram os seguintes:

1. o fendétipo e o respectivo polimorfismo terem sido analisados por 3 ou mais
estudos;

2. homogeneidade quanto aos critérios para definicdo do fenoétipo e/ou definicao
de grupo caso;

3. o0 estudo apresentar dados para pelo menos um dos trés modelos genéticos
da analise;

4, estudos em que o grupo caso tenha sido comparado a um grupo com
perfil adequado para a realizacdo de um estudo de associacéo.
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3.3 Estudo de associacdo genética primario

3.3.1 Desenho do estudo e questdes éticas

Este trabalho constitui em um estudo de carater observacional e retrospectivo,
no qual busca-se a identificacdo de fatores de risco depois do diagnostico de
determinado caso clinico em um grupo de individuos'®®. Os portadores do HIV-1
envolvidos contribuiram com uma amostra de sangue periférico e consentiram com o
fornecimento de dados dos prontuarios, mediante assinatura de um termo de
consentimento livre e esclarecido (Apéndice 2). O delineamento metodologico do
estudo recebeu aprovacdo prévia do Comité de ética em pesquisa com seres
humanos da Universidade Federal do Oeste da Bahia (CAAE: 67848517.9.0000.8060)
(Anexo A).

3.3.2 Descri¢cdo da amostra e critérios de incluséo e excluséo

Foram recrutados 324 pacientes cadastrados no Servico ambulatorial
especializado Edgard Pita em Barreiras-Ba que preencheram aos seguintes critérios:

Critérios incluséo para o estudo:

— pacientes soropositivos para o HIV;

— maiores de 18 anos de idade;

— estar em tratamento corrente com antirretrovirais ou iniciando o tratamento.

Critérios excluséo para o estudo:

— pacientes com sorologia negativa ou ndao confirmada para o HIV;

— pacientes soropositivos para HIV sem histérico de tratamento de

antirretrovirais;

— gestantes e usuarios de drogas ilicitas;

A selecdo inicial dos pacientes foi realizada segundo a demanda do centro, ou
seja, os individuos que compareceram para a realizacdo dos exames de rotina entre
o periodo de janeiro a julho de 2018 foram apresentados a pesquisa. Dos 324
pacientes recrutados, 23 foram excluidos devido a dados ausentes nos prontuarios e

10 por problemas durante a extragdo do DNA.
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3.3.3 Procedimentos para a coleta de material bioldgico e de dados.

Os voluntarios doaram 4 mL de sangue periférico que foi coletado em tubos a
vacuo com anticoagulante (EDTA). Os tubos foram congelados a -20°C até o momento
da extracdo do DNA. Sob supervisédo da equipe responsavel pelo acompanhamento
dos pacientes, foi realizada uma analise retrospectiva dos prontuarios, durante o
periodo de maio a outubro de 2018. As informacdes epidemioldgicas foram coletadas
de um formulario, no qual a ancestralidade foi autodeclarada. Variaveis de interesse
coletadas: idade, sexo, ancestralidade, data do diagnéstico de HIV-1; esquemas
HAART ministrados, contagens de carga viral e de células T-CD4*, dentre outras. Foi

criado um banco de dados com essas informacgdes.

3.3.4 Extracdo de DNA e Genotipagem

A extracdo do DNA genbmico foi realizada de acordo com adaptacfes do
protocolo desenvolvido por Miller e cols.'3°, Foram transferidos 4 mL de sangue para
um tubo Falcon de 15 mL e adicionado tampé&o Ery-Lyse até o volume de 15ml. Os
tubos foram incubados no gelo por 20 minutos, para a lise das células. A centrifugacéo
foi realizada a 1.500 (rcf) por 10 min; descartou-se 0 sobrenadante e acrescentou-se
ao pellet mais tampéao Ery-Lyse até o volume de 15ml. Os tubos foram centrifugados
a 1.500 g por 10 min e o sobrenadante foi descartado, tirando todo o excesso do
liguido e mantendo apenas o pellet branco (apenas leucdcitos, livre de hemacias).
Foram adicionados, em cada tubo, 2ml da solucdo SE, 100uL de SDS e 12 uL de
Proteinase-K, homogeneizados no vortex até o pellet desfragmentar. Os tubos foram
incubados em banho-maria a 56°C overnight. Ap6s a incubacéo, foram adicionados
700puL da solugcdo NaCl em cada tubo, homogeneizando-0s intensamente no vortex.
Os tubos foram centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante, contendo
o DNA, foi transferido para outro tubo. Foram adicionados ao sobrenadante 3ml de
etanol absoluto gelado e misturados por inversao para precipitagdo do DNA. Em
seguida, foi utilizado Etanol 70% gelado para lavar o pellet e remover o DNA, o qual
foi transferido para um microtubo e ressuspendido com 300uL de solucéo TE.

A genotipagem dos SNPs ABCB1 3435C>T (rs1045642), CYP2B6 516G>T
(rs3745274), TNF-a -308G>A (rs1800629) e TNF-a -238G>A (rs361525) foi realizada

através da tecnologia de PCR em tempo real com sondas TagMan, utilizando a
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plataforma ABI 7500 (Applied Biosystems). Foi executado o seguinte protocolo:
desnaturacao inicial a 95°C por 10 min, seguida por 40 ciclos de amplificacéo
(desnaturacdo a 95°C por 15 s e anelamento/extensdao a 60°C por 1 min). A
genotipagem foi repetida em 10% das amostras como um procedimento de controle
de qualidade. Os genes e polimorfismos candidatos foram selecionados através de
busca na literatura e por critérios funcionais. A Tabela 1 relaciona todas as variantes
estudadas.

Tabela 1: Relacdo de genes e variantes estudadas, suas Sequéncias de Referéncia (do inglés
Refeference Sequence, RefSeq), tipo de mutacgédo; os codigos das sondas e a aplicagao funcional.

Variante Cddigo Tipo Aplicagcao Aplicacéo funcional
Genes RefSeq S Sonda mutagdo funcional gene SNP
Expressao T'_I' lexpressao
glicoproteina- glicoproteina-P

C_7586 Sinbnima

140 131
657_20 em éxon Pl duodenal®3t,

Metabolismo de tbiodisponibilidade
antirretrovirais®*  antirretrovirais33; 1CD4" 8

ABCB1  rs1045642 3435C>T

N&o . TT |expressdols?;
CYP2B6 153745274 516G>T C=/S%'  sinonima Metaboi!?mo 1CD4* 141, 1concentragéo
765_60 . EFZ
- em exon EFZ133.134
C_7514 AA e AG fatividade TNF-

rs1800629 _308G>A 879_10 Regido  Ativagdo imune e ol?7; tapoptose CD4" 126

TNF-a C 2215 promotora apoptose CD4125

rs361525 -238G>A 707 10

Os SNPs analisados apresentaram a frequéncia do alelo minoritario maior do
gue 5%, de acordo com o banco de dados do Projeto 1000 genomas, nas amostras
representativas da populacdo global e descendentes de africanos (& excec¢do do
rs361525) e de acordo com Applied Biosystems em caucasianos (Tabela 2).

Tabela 2: Frequéncias dos alelos minoritarios nos SNPs analisados de acordo com o Projeto 1000

genomas nas amostras representativas de descendentes de africanos e da populacdo global, e de
acordo com Applied Biosystems para caucasianos.

Alelo Frequéncia Projeto genoma _Applied
Genes RefSeq Alelos minoritario _ 1000 Biosystems
Africanos Global Caucasianos
ABCB1 rsl045642 C;T T 0.15 0.40 0,41
CYP2B6 rs3745274  G;T T 0.37 0.32 0,17
rs1800629 G;A A 0.12 0.09 Né&o disponivel
TNFa rs361525 GA A 0.04 0.06 0,05
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3.3.5 Analise dos dados e Estatistica

O fendtipo investigado foi a recuperacao imunolégica de pacientes com HIV em
uso de HAART, o qual baseou-se na contagem continua de linfécitos T-CD4* ao longo
do tempo (calculado com base nas datas dos exames laboratoriais). Este estudo
investigou se as variaveis clinicas, epidemiolégicas (carga viral, contagem basal de
CD4*, tratamento, sexo, idade e ancestralidade) e genéticas estdo associadas ao
processo de recuperacdo imune. A cinética de CD4* foi avaliada considerando dois
periodos: 1. Tempo de acompanhamento, compreendido entre a data do primeiro ao
altimo exame disponivel (cujos resultados das analises constam no Apéndice 3) e 2.
Tempo de tratamento, periodo entre a data de inicio da HAART (contagem CD4*
basal) ao ultimo exame disponivel. Os primeiros dados coletados datam de 1997 e,
desde entdo, houve mudancas significativas nos critérios de inicio da HAART e, por
isso, uma variabilidade entre os individuos no que diz respeito ao intervalo de tempo
entre o diagndstico e inicio efetivo da HAART. Assim, para a cinética da recuperacao
de CD4* foi considerado o periodo entre o inicio do tratamento e manutencdo da

terapia (“Tempo de tratamento”), periodo maximo de dez anos.

Para este estudo definiu-se como: - Contagem de linfocitos T-CD4* ao
diagndstico e Carga viral ao diagnéstico, os valores do primeiro exame disponivel nos
prontuarios; - Contagem basal de linfécitos T-CD4* e Carga viral basal, os valores no
inicio da HAART; - Ultima contagem de linfocitos T-CD4* e Ultima carga viral, com
base no ultimo exame disponivel. Nao foram contabilizadas as contagens basais de
CD4* de pacientes os quais ja faziam uso de antirretrovirais na data do primeiro exame
disponivel.

Foram estabelecidos pontos de corte de CD4* ao diagndstico de “<200
células/mm?®” e “<350 células/mm?” para identificar a proporgéo de pacientes que se
apresentaram tardiamente aos cuidados (seguindo as definicbes propostas pelo
“European Later Presenter Consensus Working group”'#?). Considerou-se como carga
viral indetectavel os valores de carga viral <40 copias/ml. Foram utilizadas somente
cargas virais que foram capazes de serem mensuradas em escala quantitativa. Assim,
foram excluidos trés exames por apresentarem cargas virais superiores ao limite
maximo de deteccdo do equipamento. No ambulatério analisado, aproximadamente

a cada 6 meses era feito 0 acompanhamento com carga viral e CD4*, periodo no qual
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eram registrados os medicamentos que o individuo estava em uso. Com isso, 0
namero total de observacdes foi de 3.820, referentes aos 291 pacientes recrutados, e
todos os esquemas utilizados constam na Tabela S1.

Os calculos das frequéncias alélicas e genotipicas e a verificacdo do equilibrio
de Hardy-Weinberg foram realizados pelo teste qui-quadrado, implementado no
pacote SNPassoc do programa R. Os dados continuos foram apresentados como
média, mediana e desvio padrdo e os dados categéricos como frequéncia e
proporcdes. Para melhor compreensdo do processo de recuperacdo imune, foi
implementado o modelo linear de efeito aleatdrio para dados longitudinais (funcéo Ime
- pacote nlme do programa R), o qual explorou todos os valores de CD4" de cada
individuo durante o periodo de analise. Esse mesmo modelo foi implementado para
analisar a contribuicdo de cada variavel clinica e epidemiolégica na dinamica de CD4",
para obtencdo dos coeficientes. Do mesmo modo, para analisar a contribuicdo
genética, no qual foram criados diferentes modelos genotipicos (codominancia,
dominancia, recessividade, aditividade e heterozigosidade) para verificar qual deles
melhor explicaria o fendtipo. A carga viral foi analisada na escala logaritmica. Um
modelo linear de efeito aleatério multivariado — inicialmente ajustado com variaveis
gue alcancaram um valor de p<0,2 nos modelos univariados — foi implementado para
prever a média das contagens de CD4* durante a HAART. Todas as analises deste
estudo foram realizadas no software R para Windows (versao 3.5), e as associacoes
consideradas nominalmente significantes ao p<0,05. Os valores de p séo

apresentados com no maximo 4 casas decimais.
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4. RESULTADOS

4.1 Revisao sisteméatica com Metanéalise

Por meio da busca na literatura, 916 artigos foram encontrados e 53 artigos
foram adicionados através de outras fontes. Apos a remocéo das duplicatas, ficaram
943 artigos. Estes passaram pela triagem, na qual foram excluidos 794 artigos pelo
fato de ndo serem estudos de associagdo primarios para os fenétipos investigados.
Foi realizada a elegibilidade (leitura completa) dos 149 artigos remanescentes, a qual
selecionou 112 para compor a revisao sistematica. Destes, 37 artigos foram inclusos

na metanalise com base nos critérios preestabelecidos (Figura 8).

As tabelas a seguir (Tabela 3 - 8) mostram as caracteristicas dos 112 estudos
incluidos na revisdo sistematica. Todos foram publicados entre 2002 e 2018 e 22%
deles investigaram populacbes com ancestralidade miscigenada, 23% com
ancestralidade africana, 22% ancestralidade europeia, 8% ancestralidade asiatica,
19% outras ancestralidades (dentre os quais 7 foram conduzidos com a populagao

brasileira) e 5% néao informaram a ancestralidade de suas populacdes.

Records identified through Additional records identified
database searching through other sources
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Records after duplicates removed
(n =943)
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Records screened Records excluded
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Full-text articles Full-text articles
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(n=149) reasons

l

Studies included in
qualitative synthesis
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Figura 8: Diagrama de fluxo (PRISMA)
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Por meio dessa revisdo sistematica, foram categorizados 27 fenotipos
relacionados a resposta clinica a terapia antirretroviral. Entretanto, em decorréncia
dos critérios preestabelecidos, foram inclusos na metanalise apenas 0s seguintes
fendtipos: (1) reacdo de hipersensibilidade induzida pelo abacavir; (2) disfuncéo
tubular renal induzida pelo tenofovir; (3) efeitos adversos no sistema nervoso central
induzidos pelo efavirenz; (4) reacdo de hipersensibilidade induzida pela nevirapina e
(5) hiperbilirrubinemia induzida pelo atazanavir.

4.1.1 Farmacogenética do abacavir
¢ Revisao sistematica da farmacogenética do abacavir

Os estudos incluidos (n=13) foram publicados entre 2002 e 2018 e investigaram
a reacao de hipersensibilidade ao abacavir. Observou-se grande heterogeneidade

quanto a ancestralidade (Tabela 3).

Tabela 3. Revisao sistematica de estudos de associacdo farmacogenética da resposta clinica a terapia
contendo abacavir.

Amostra
Fendtipo Autores Ancestralidade (caso/controle) Gene Variante
Hetherington et al., 2002"" North America (whites, 197(84/113) HLA-B | HLA-B*5701
blacks, caucasians,
Mallal et al., 200282 | caucasoid (176); Africans 185(18/167) HLA-B |5701
(7); indigenous Australians HLA-DR | DR7
(11); Asians (6) HLADQ | DQ3
Martin et al., 200443 Western Australian 248(18/230) HLA-B | HLA-B*5701
Hughes et al., 2004'** | Whites, blacks, hispanics 719(348/371) HLA-B | HLA-B*5701
. Rauch et al., 20064° Western Australian 148(1/147) HLA-B HLA-B*5701
f?igzgsgni?— Rodriguez-Novoa et al., 200746 Hispanics (whites) 53(26/27) HLA-B | HLA-B*5701
bilidade Sun et al., 20078 Taiwan 208(3/205) HLA-B | HLA-B*5701
HLA-A Sl
HLA-Cw | SI
HLA-DR | HLA-DR7
HLA-DQ |HLA-DQ3
Saag et al., 20087 US white and black 555(147/408) HLA-B | HLA-B*5701
Mallal et al., 20087° 19 countries 847(66/781) HLA-B | HLA-B*5701
Colombo et al., 200847 European ancestry 108(25/83) HLA HLA complex P5
complex P5
Crovella et al 20118 [ European-derived; African- 96 HLAB [HLA B*5701
Chakravarty et al., 20164° Indian 101 HLA-B | HLA-B*5701
Manglani et al., 20180 Indian 100(2/98) HLA-B | HLA-B*5701
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Dentre os SNPs analisados para este fenoétipo, apenas o HLA-B*5701 foi incluso

na metanalise (Figura 9).

Reacédo de hipersensibilidade induzida pelo abacavir associada ao alelo

HLA-B*5701

A presenca do alelo HLA-B*5701 foi comparada entre pacientes com (grupo

HSR) e sem (grupo control) reacdo de hipersensibilidade (Figura 9). Nove estudos

foram inclusos na metanalise?®77.79.:81,83,143,145.150,151 " compreendendo uma amostra de

2.533 pacientes. O resultado indica associacdo do HLA-B*5701, na qual a presenca

de ao menos uma copia do alelo (*5701/ ) aumenta em 27,51 vezes a chance de

apresentar o fenétipo (0.R.=28,51; 1.C.=9,95-81,71).

Author (Year)

Hetherington et al. (white) {2002 )
Hetherington et al. (plack) (2002 )
Hetherington et al. (others) (2002 )
Mallal et al. (2002)

Martin et al. {2004 )

Rauch et al. (ART-naive) {2006 )
Rauch et al. (ART-experienced) (2006 )
Rodriguez-Movoa etal. (2007)
Sunetal (2007)

Saag et al. (white) (2008)
Saagetal (black) (2008)

Mallal etal. (2008)
Manglanietal. (2018)

Fixed effect model
Random effects model
Heterogensity: I° = 75%, T = 1.9475, p < 0.04

*657011_ Total *5701/_ Total

36
0
1

14

7
1
0

il
0

15
5

30
2

Favours control  Favours HSR

22.98
28.51

Weight

Weight

95%-Cl (fixed) (random)

[12.85, 748.24] 47%
[ 001, 9.26] 11.2%
[ 0.18; 13283] 0.0%
[3216, 63254] 20%

[101.64; 9077.14] 0.4%
[ 3.57,17367.85] 0.0%

0.0%
[ 224, 162.62] 6.7%

0.0%
[ 214; 12.98] 45.6%
[ 1.66; 46.50] 10.2%
[17.19; 64.97] 19.1%
[ 210; 1055.25] 0.0%

[14.66; 36.02] 100.0%
[ 9.95: 81.71]

9.5%
6.0%
6.0%
11.4%
8.9%
4.3%
0.0%
9.2%
0.0%
13.4%
10.8%
14.0%
6.5%

100.0%

Figura 9: Metanalise da associacdo entre a presenca do alelo HLA-B*5701 e HSR (reacdo de

hipersensibilidade) induzida pelo abacavir.
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4.1.2 Farmacogenética do tenofovir
¢ Revisao sistematica da farmacogenética do tenofovir

Os estudos incluidos (n=11) foram publicados entre 2006 e 2018. Também foi
observada grande heterogeneidade quanto a ancestralidade (Tabela 4). Com relagéo
aos dois fendtipos encontrados, apenas a disfuncdo tubular renal preencheu os

critérios para a metanalise.

Tabela 4. Revisao sistematica de estudos de associacdo farmacogenética da resposta clinica a terapia
contendo tenofovir (SI: sem informacéao).

Hti Amostra
HETEE Autores Ancestralidade  [(caso/controle) S Variante
1249G>A -rs227369; 3563A -rs8187694,
ABCC2 4544A -rs8187710
ABCB1L | 3435C>T -1s1045642; 2677G>T/A -rs2032582;
) 15 White (29); 30 1236G>T -rs1128503
Izzedine etal., 2006™ pqican descent (1) | (13/17) ABCB2 | —24C>T -1s717620
669C>T -rs899494; 559G>T -rs11568658;
ABCC4 | 912G>T -rs2274407; 951G>A -rs2274406;
969G>A -rs2274405; 1497C>T -rs1557070;
3310T>C -rs11568655° 3348A>G -rs1751034
—24CC -1s717620; 1249 G>A -rs2273697; 3563
ABCC2 | T>A -rs8187694; 3972 C>T -1s3740066; 4544
G>A -rs8187710
Rodriguez-Novoa etal.,  Whites, blacks, 115 ABCC4 | 669 C>T -rs899494; 3463 A>G -rs1751034;
2009 others (19/96) 4131 T>G -rs3742106
ABCB1 | 3435C>T -rs1045642: 1236 C>T -rs1128503
SLC22 | 453b
SLC22 | rs11231809
Pushpakom et al., 115 ABCC2 | rs717620; rs2273697; rs3740066
2011154 Sl (19/96) | ABCCL | alelo G -rs9349256; alelo C -rs2125739
ABCC2 -24CC  -rs717620; 1249AA  -rs2273697;
2366C>T -rs56220353; 2934G>A -rs3740070
) . ABCB1 | 2677T>A/G -rs2032582
Disfungéo o N 100(19/17 | ABCCL | 526G>A -1s9349256; 2759T>C -1s2125739
tubular Nishijima et al., 2012 Japanese 7 4135T>G 153742106, 559G>T -rs11568658;
ena ABCC4 | 912G>T -rs2274407; 2269G>A -1s3765534;
3348A>G -rs1751034; 4135T>G -rs3742106;
4976T>C -rs1059751
SLC22 180C>T -rs11568630
ABCC2 1249G>A(rs2273697): —24C>T(rs717620)
Giacomet et al., 2013 Sl 2 ABCC4 | C>T(rs899494)
ABCC1 | T>C(rs2125739)
ABCC2 rs2273697; rs8187710; rs79174032;
; 156 rs8187707; rs 11597282, rs17222519;
Dahlin et al., 2015 US and Canada 55(19/36) 1S7899457 rs17216177: rs17216282:
ABCC4 | rs899494; rs2274409; rs2274405
703 ABCC2 | 24 -rs717620; 1249 -rs2273697
I 157
Nishijima et al., 2015 Japanese (126/577) ABCBL | 2677 -rs2032582
Likanonsakul et al., Thailand 273 ABCC2 | —24C>T(rs717620); 1249G>A(rs2273697)
20169 aian (54/219) | ABCC4 | 4976T>C(rs1059751)
I ~ ABCC4 | 3463 A>G -rs1751034
Salvaggio et al., 20171 Caucasian; Non 158 ABCC2 | —24C>T -rs717620
Caucasian(5%) (42/116) ABCC1 | T>C - 152125739
ABCC2 | rs717620
ABCC4 | 3463(rs1751034); 669(rs899494)
Danjuma et al., 20189 White 58(15/43) SLC22 | rs11231809
SLC22 | AJ249369
ABCC1 | rs9349256; rs2125739
Desco~ntinu Lubomirov et al., Cau'casi..an(go%.)); 500 ABCC2 | G>A -rs2273697; rs717620
acao 201129 African; Asian; (70/430)
prematura Hispanic; other ABCC4 | c>T -rs899494
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e Metandlise da disfuncdo tubular renal induzida pelo tenofovir

Dentre todos os SNPs analisados para este fendtipo (Tabela 2), apenas os
seguintes foram inclusos na metanalise: ABCB1 rs2032582 (Figuras 10-12), ABCC2
rs2273697 e rs717620 (Figuras 13 e 14, respectivamente), ABCC4 rs1751034 (Figura
15) e os SNPs ABCC10 rs9349256 e rs2125739 (Figuras 16 e 17 respectivamente).

Disfuncéo tubular renal induzida pelo tenofovir associada ao alelo ABCB1
(2677G>T -rs2032582)

A presenca dos alelos foi comparada entre pacientes com (grupo KTD) e sem
(grupo control) disfungéo tubular renal (Figura 10). Trés estudos foram inclusos nessa
metanalise®”152157 compreendendo uma amostra de 652 pacientes. O resultado ndo
indicou associacdo desse SNP, segundo os modelos de (A) efeito alélico ou
genotipico - assumindo os modelos de (B) dominancia e (C) recessividade do alelo G

- com a manifestacéo do fen6tipo em pacientes em uso de tenofovir.
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A) KTD Control Weight Weight
Author (Year) G Total G Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
lzzedine etal. (2006) 16 23 23 32 + 0.89 [0.28;290] 7.1% 17.9%
Nishijimaetal. (2012) 16 24 118 258 237 [0.98;5.74] 81% 26.4%
Nishijimaetal. (2015) 83 166 411 802 -—'-I-‘- 0.95 [0.68; 1.33] 84.9% 55.8%
1

Fixed effect model 213 1092 i 1.06 [0.79; 1.43] 100.0% -
Random effects model 1.20 [0.67; 2.13] - 100.0%
Heterogeneity: /° = 46%, 1° = 0.1270, p = 0.16 ) J U

0.2 05 1 2

Favours control Favours KTD
B) KTD Control Weight Weight
Author (Year) TT Total TT Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
lzedineetal. (2006) 1 11 1 16 —-f-‘— 1.50 [0.08;26.86] 2.1% 19.8%
Nishijimaetal. (2012) 0 12 47 129 ——— 0.07 [0.00; 1.20] 22.6% 20.1%
Nishijimaetal. (2015) 21 83 104 401 *I-‘— 0.97 [0.56; 1.66] 75.3% 60.1%

"

Fixed effect model 106 546 i: 0.76 [0.46; 1.27] 100.0% -
Random effects model 0.62 [0.13; 2.89] - 100.0%
Heterogeneity: P= 46%, ?= 0.9469,p =0.16 . ' a , '

0.01 01 1 10 100

Favours control Favours KTD
) KTD Control Weight  Weight
Author (Year) GG Total GG Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Izzedine etal. (2006 ) 5 11 8 16 * 0.83 [0.18;3.88] 9.6% 9.4%
Nishijimaetal. (2012) 4 12 36 129 1.29 [0.37;4.56] 11.1% 14.1%
Nishijimaetal. (2015) 21 83 114 401 —'I-— 0.85 [0.50;1.46] 793% 76.5%

|

Fixed effect model 106 546 i 0.90 [0.56; 1.44] 100.0% -
Random effects model 0.90 [0.56; 1.45] - 100.0%

| | I I 1

0.2 05 1 2 5
Favours control Favours KTD

Heterogeneity: I2 = 0%, t2 =0,p=0.283

Figura 10: Metanalise da associacao entre o SNP ABCB1 rs2032582 e KTD (disfun¢éo tubular renal)
induzida pelo tenofovir: (A) alelo Gvs. T; (B) TTvs. G_; (C) GG vs. T_.

Disfuncgé&o tubular renal induzida pelo tenofovir associada ao alelo ABCC2
(1249G>A -rs2273697)

A presenca dos alelos foi comparada entre pacientes com (grupo KTD) e sem
(grupo control) disfuncao tubular renal (Figura 11). Cinco estudos foram inclusos
nessa metandalise®152.153.157.158 'compreendendo uma amostra de 1.311 pacientes. O
resultado nédo indicou associacdo desse polimorfismo, segundo os modelos de (A)

efeito alélico ou genotipico - assumindo os modelos de (B) dominancia e (C)
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recessividade do alelo G -, com a manifestacdo do fendtipo em pacientes em uso de

28 34 ———3H

tenofovir.

A) KTD Control
Author (Year) G Total G Total
lzzedine et al. (2006) 15 26
Rodriguez-MNovoa et al. (2009) 31 38 158 192
Mishijima et al. (2012) 27 38 300 342
Nishijima et al. (2015) 224 252 1012 1154
Likanonsakul et al. (2016) 103 108 395 438
Fixed effect model 462 2160
Random effects model

Heterogeneity: r’- =T2%, 1:2 = 0.35976, p < 0.01

=)] KTD Control
Author (Year) AA Total AA Total
lzzedine et al. (2006 ) 1 132 0 17
Rodriguez-MNovoa etal. (2009) 1 19 4 96
Nishijima et al. (2012 ) 3 19 4 1M
Nishijima etal. (2015) 2 126 9 577
Likanonsakul et al. (2016 ) 0 54 2 219
Fixed effect model 231 1080
Random effects model

Heterogeneity: I = 8%, T = 0.1024, p = 0.36 . ;)1

01
Favours control

OR

0.29
0.95
0.34
1.12
224

0.94 [0.69; 1.27] 100.0%

Favours control

M A7 ——

C) KTD Control
Author (Year) GG Total GG Total
|zzedine etal. (2006 ) 3 13

Rodriguez-Movoa etal. (2009) 13 19 66 96
Mishijimaetal. (2012) 11 19 133 171
Nishijima etal. (2015) 100 126 444 577
Likanonsakul et al. (2016 ) 49 B4 178 219
Fixed effect model 231 1080

Random eﬁeczts modelz
Heterogeneity: I” = 64%, 1" = 0.3868, p = 0.02

Favours control

10

OR

4.20 [0.16; 111.83]

0.78 [0.40; 1.53]

95%-Cl (fixed)

1.28 [0.13; 12.11] 21.3%

7.83
1.02
0.80

1.91
2.23

100

OR

0.16
0.98
0.39
1.15
226

1.00

[1.61; 38.10] 11.4%
[0.22, 4.77] 53.9%
[0.04; 16.87] 13.4%

[0.78; 4.65] 100.0%

[0.71; 1.41] 100.0%
0.82 [0.40; 1.65]

Weight Weight
(fixed) {(random)
12.1% 15.4%
11.3% 19.1%
20.5% 21.0%
47 5% 26.1%

8.5% 18.4%

- 100.0%
Weight Weight
(random)

0.0% 8.3%
17.0%

31.9%

33.3%

9. 5%

- 100.0%

Weight Weight
(fixed) (random)
11.3% 11.9%
10.6% 18.9%
17.3% 20.2%
50.7% 28.9%
10.1% 20.1%

- 100.0%

Figura 11: Metanalise da associagdo entre 0 SNP ABCC2 rs2273697 e KTD (disfungéo tubular renal)
induzida pelo tenofovir: (A) alelo G vs. A; (B) AAvs. G_; (C) GG vs. A .

Disfuncéao tubular renal induzida pelo tenofovir associada ao alelo ABCC2

(=24C>T -rs717620)

A presenca dos alelos foi comparada entre pacientes com (grupo KTD) e sem

(grupo control) disfungéo tubular renal (Figura 12). Sete estudos foram inclusos nessa

metanalise®”152.153.157-160 - compreendendo uma amostra de 1.527 pacientes. O
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resultado nédo indicou associacdo desse polimorfismo, segundo os modelos de (A)
efeito alélico ou genotipico - assumindo modelos de (B) dominancia e (C)
recessividade do alelo C -, com a manifestacdo do fenétipo em pacientes em uso de

tenofovir.
A) KTD Control Weight Weight
Author (Year) C Total C Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Izzedine et al. (2006) 21 26 27 34 R a— 1.09 [0.30; 3.92] 3.4% 9.4%
Rodriguez-Novoa et al. (2009) 34 38 141 192 —— 3.07 [1.04; 9.09] 3.7% 11.5%
Nishijima et al. (2012) 37 38 268 342 —————— 10.22 [1.38;75.71] 1.1% 4.8%
Nishijima et al. (2015) 204 252 904 1154 o= 1.18 [0.83; 1.66] 46.5% 24.0%
Likanonsakul et al. (2016) 86 108 353 438 —i— 0.94 [0.56;, 1.59] 21.4% 20.7%
Salvaggio et al. (2017) 66 84 194 232 —r 0.72 [0.38; 1.34] 16.7% 18.8%
Danjuma et al. (2018) 23 30 79 86 —°—E 0.29 [0.09; 0.92] 7.2% 10.8%
1
Fixed effect model 576 2478 > 1.15 [0.91; 1.45] 100.0% -
Random effects model - 1.08 [0.67; 1.76] - 100.0%
Heterogeneity: /° = 62%, T° = 0.2228, p = 0.01 v
01 0512 10
Favours control Favours KTD

B) KTD Control Weight Weight
Author (Year) TT Total TT Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Izzedine et al. (2006 ) 1 13 1 17 1.33 [0.08; 23.54] 45% 5.3%
Rodriguez-Novoa etal. (2009) 1 19 7 96 0.71 [0.08; 6.10] 12.4% 9.4%
Nishijima etal. (2012) 0 19 11 171 0.36 [0.02; 6.31] 12.4% 5.3%
Nishijima etal. (2015) 5 126 23 577 —= 1.00 [0.37; 2.67] 446% 44.9%
Likanonsakul etal. (2016) 3 54 11 219 — 1.11 [0.30; 4.13] 23.2% 25.4%
Salvaggio etal. (2017 ) 1 42 1 116 2.80 [0.17; 4588] 29% 5.6%
Danjumaetal. (2018) 1 15 0 43 9.00 [0.35;233.35] 0.0% 4.1%
Fixed effect model 288 1239 7 1.02 [0.53; 1.95] 100.0% -
Random effects model 1.11 [0.57; 2.14) - 100.0%

001 01 1 10 100
Favours control Favours KTD

Heterogeneity: = 0%, = 0,p=0382

C) KTD Control Weight Weight
Author (Year) CC Total CC Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Izzedine et al. (2006 ) 9 13 11 17 123 [0.26; 573] 3.1% 8.9%
Rodriguez-Novoa etal. (2009) 16 19 52 96 S e 451 [1.23;16.51] 2.9% 11.1%
Nishijima etal. (2012) 18 19 108 171 —— 10.50 [1.37;80.55] 1.2% 5.9%
Nishijima etal. (2015) 83 126 350 577 = 1.25 [0.84; 1.88] 45.4% 24.0%
Likanonsakul etal. (2016) 35 54 145 219 —8y— 0.94 [0.50; 1.76] 21.4% 20.4%
Salvaggio etal. (2017) 25 42 79 116 0.69 [0.33; 1.43] 18.0% 18.7%
Danjuma etal. (2018) 9 15 36 43 0.29 [0.08; 1.08] 7.9% 11.0%
Fixed effect model 288 1239 = 1.21 [0.92; 1.60] 100.0%

Random effects model 5’2' 1.18 [0.67; 2.06] -- 100.0%

Heterogeneity: 12 =62%, 1:2 =0.2992, p =0.02
0.1 0512 10

Favours control Favours KTD

Figura 12: Metanalise da associacdo entre o SNP ABCC2 rs717620 e KTD (disfuncao tubular renal)
induzida pelo tenofovir: (A) aleloCvs. T; (B) TTvs.C_; (C)CCwvs. T_.

Disfuncgéo tubular renal induzida pelo tenofovir associada ao alelo ABCC4
(3348A>G -rs1751034 ou 3463 C>T)

A presenca dos alelos foi comparada entre pacientes com (grupo KTD) e sem

(grupo control) disfungao tubular renal (Figura 13). Cinco estudos foram inclusos
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nessa metanalised/152.153.159.160 - compreendendo uma amostra de 550 pacientes. O

resultado indicou associacao do polimorfismo rs1751034, segundo o modelo de efeito

assumindo recessividade do alelo G (B), onde individuos GG apresentaram um

aumento de aproximadamente duas vezes na chance de manifestar KTD quando
comparados com individuos AA e AG (0.R.=2,98; 1.C.=1,41-6,28).

A) KTD Control
Author (Year) A Total A Total Odds Ratio
Izzedine et al. (2006) 19 26 23 34
Rodriguez-Movoa et al. (2009) 32 38 152 192
MNishijima et al. (2012) 29 38 254 342 —
Salvaggio et al. (2017) 63 84 177 232 —
Danjuma et al. (2018) 19 28 67 86
Fixed effect model 214 886
Random effects model l%
Heterogeneity: 1?=0%, =0, p=074
05 1 2
Favours control Favours KTD
B) KTD Control
Author (Year) GG Total GG Total Odds Ratio
Izzedine etal. (2006 ) 2 13 2 17 =
Rodriguez-Movoa etal. (2009) 1 19 2 96 k
Nishijima etal. (2012) 3 19 15 171 =
Salvagagio etal. (2017) 6 42 4 116 —r
Danjumaetal. (2018) 3 14 2 43
Fixed effect model 107 443 -
Random effects model =
Heterogenetty: /° = 0%, T =0, p = 0.78 ' ' ! !
0.1 051 2 10
Favours control Favours KTD
) KTD Control
Author (Year) AA Total AA Total Odds Ratio
lzzedine etal. (2006) g 13 8 17
Rodriguez-Movoa etal. (2009) 14 19 &8 96 =
Mishijima etal. (2012) 13 19 98 171 s
Salvaggio etal. (2017) 27 42 65 116 .
Danjuma etal. (2018) a 14 286 43 —-—‘—
|
Fixed effect model 107 443 e
Random effects model =
Heterogeneity: = 0%, rz =0,p=091 ! ! ! !
0.2 05 1 2 5

Favours control Favours KTD

OR 95%-Cl
1.30
1.40
1.12
0.93
0.60

[0.42; 4.00]
[0.55; 3.59]
[0.51; 2.45]
[0.52; 1.66]
[0.23; 1.54]

[0.70; 1.44]
[0.69; 1.43]

OR 95%-Cl
1.36 [0.17; 11.23]
2.61 [0.22; 30.34]
1.95 [0.51; 7.46]
4.67 [1.25; 17.46]
5.59 [0.83; 37.72]

2.96 [1.43; 6.14]
2.98 [1.41; 6.28]

OR 95%-Cl
1.80
1.83
1.61
1.41
0.87

[0.47; 7.81]
[0.671; 5.51]
[0.59; 4.45]
[0.68; 2.93]
[0.26; 2.96]

1.46
1.45

[0.93; 2.30]
[0.92; 2.29]

Weight Weight
(fixed) (random)
9.0% 10.3%
13.3% 14.8%
20.2% 21.2%
39.6% 39.0%
17.8% 14.7%
100.0% -
—  100.0%
Weight Weight
(fixed) (random)
20.3% 12.5%
8.7% 9.3%
35.0% 30.9%
25.3% 32.0% |
10.7% 15.3%
100.0% -
- 100.0%
Weight Weight
(fixed) (random)
3.4% 9.6%
15.9% 17.2%
19.5% 20.2%
38.9% 39.0%
17.3% 13.9%
100.0% -
- 100.0%

Figura 13: Metanalise da associacédo entre 0 SNP ABCC4 rs1751034 e KTD (disfuncao tubular renal)

induzida pelo tenofovir: (A) alelo Avs. G; (B) GG vs. A_; (C) AAvs. G_.
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Disfuncéo tubular renal induzida pelo tenofovir associada ao alelo ABCC10
(526G>A -rs9349256)

A presenca dos alelos foi comparada entre pacientes com (grupo KTD) e sem
(grupo control) disfuncéo tubular renal (Figura 14). Trés estudos foram inclusos nessa
metanalise®”154160 compreendendo uma amostra de 363 pacientes. O resultado ndo
indicou associacdo, segundo os modelos de (A) efeito alélico ou genotipico -
assumindo os modelos de (B) dominancia e (C) recessividade do alelo G -, com a

manifestacédo do fenotipo em pacientes em uso de tenofovir.

A) KTD  Control Weight Weight
Author (Year) G Total G Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Pushpakom et al. (2011) . : 5 5 i 0.0% 0.0%
Nishijima etal. (2012) 17 38 129 342 —T—-'-— 1.34 [0.68;2.63] 47.9% 53.1%
Danjuma et al. (2018) 13 30 53 86 —-‘-—‘1'-— 0.48 [0.20;1.11] 52.1% 46.9%
1
Fixed effect model 68 428 -ﬂ:r??— 0.89 [0.53; 1.50] 100.0% -
Random effects model 0.82 [0.30; 2.26] - 100.0%
Heterogenetty: I° = 71%, T° = 0.3809, p = 0.06 J ' '
05 1 2
Favours control Favours KTD
B) KTD Control Weight  Weight
Author (Year) AA Total AA Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Pushpakometal. (2011) 5 19 46 96 —-'-—f'- 0.39 [0.13; 1.16] 47.6% 33.8%
Nishijimaetal. (2012) 6 19 74 171 —r—r— 0.60 [0.22; 1.67] 43.0% 35.1%
Danjumaetal. (2018) 7 45 8 43 :g—-‘— 3.83 [1.07;13.66] 9.4% 31.1%
'H
Fixed effect model 53 310 z 0.80 [0.44; 1.48] 100.0% -
Random effects model 0.92 [0.26; 3.32] -~ 100.0%
Heterogeneity: 12 =T74%, 1:2 =0.9462 p =0.02 : ' v ;
0.1 05 1 2 10
Favours control Favours KTD
C) KTD Control Weight Weight
Author (Year) GG Total GG Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Pushpakometal. (2011) . 19 . 96 0.0% 0.0%
Nishijimaetal. (2012) 4 19 32 171 = 1.16 [0.36;3.72] 449% 52.7%
Danjumaetal. (2018) 5 15 18 43 = 0.69 [0.20;2.38] 55.1% 47.3%
Fixed effect model 53 310 - 0.90 [0.38; 2.12] 100.0% -
Random effects model g 0.91 [0.39; 2.12] - 100.0%

Heterogenetty: 12 = 0%, tz =0,p=055
05 1 2
Favours control Favours KTD

Figura 14: Metanalise da associacdo entre o SNP ABCC10 rs9349256 e KTD (disfuncéo tubular renal)
induzida pelo tenofovir: (A) alelo G vs. A; (B) AAvs. G_; (C) GG vs. A_.
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Disfuncéo tubular renal induzida pelo tenofovir associada ao alelo ABCC10

(2759T>C -rs2125739)

A presenca dos alelos foi comparada entre pacientes com (grupo KTD) e sem

(grupo control) disfuncdo tubular renal induzida pelo tenofovir (Figura 15). Quatro

estudos foram inclusos nessa metanalise®’:154159.160 ' compreendendo uma amostra de

505 pacientes. O resultado nao indicou associacéo desse polimorfismo, segundo os

modelos de (A) efeito alélico ou genotipico - assumindo os modelos de (B) dominancia

e (C) recessividade do alelo T -, com a manifestacdo do fenotipo em pacientes em uso

de tenofovir.

A) KTD Control
Author (Year) T Total T Total
Pushpakom et al. (2011) . . . .
Mishijima etal. (2012) 36 42 293 338
Salvagagio et al. (2017) 59 84 167 232
Danjuma et al. (2018) 15 22 39 62
Fixed effect model 148 632

Random effects model
Heterogeneity: P = 0%, = 0,p=0386

B) KTD Control
Author (Year) CC Total CC Total
Pushpakometal. (2011} 19 . 96
Mishijimaetal. (2012) 0 21 7 169
Salvaggio etal. (2017) 2 42 10 116
Danjumaetal. (2018) 2 11 5 N
Fixed effect model 93 412

Random effects model
Heterogeneity: P=0% =0, p =075

Weight
Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (
i 0.0%
= 0.92 [0.37;2.31] 21.9%
—_— 092 [053;159] 627%
+ 1.26 [0.45; 3.56] 15.4%
- 0.97 [0.63;1.49] 100.0%
0.97 [0.63; 1.49] -
0.5 1 2
Favours control Favours KTD
Weight
Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed)
1 0.0%
- 0.50 [0.03;9.14] 17.7%
—-7—— 0.53 [0.11;2.53] 57.8%
—r—'— 1.16 [0.19;7.04] 245%
H
0.59 [0.19; 1.84] 100.0%
: — 0.70 [0.23; 2.09] -
01 051 2 10
Favours control Favours KTD

C) KTD Control
Author (Year) TT Total TT Total
Pushpakometal. (2011) 12 19 74 96
Mishijimaetal. (2012) 15 21 131 169
Salvaggio etal. (2017) 19 42 61 116
Danjuma etal. (2018) 6 11 9 21
Fixed effect model 93 412

Random effec)_ts ml:mdel2
Heterogeneity: I” = 25%, T = 0.0881,p = 0.26

Odds

l

ol

Weight
95%-Cl (fixed)

0.51 [0.18; 1.45] 24.2%
0.732 [0.26;, 2.00] 22.3%
0.74 [0.37; 1.91] 47.8%
——— 293 [0.71;1211] 5.8%

Ratio OR

=

0.81 [0.50; 1.30] 100.0%

01

T

05 1 2
Favours cogtrol Favours KTD

7 ; . 0.82 [D.46; 1.46] -

10

Weight
random)

0.0%
21.7%
61.1%
17.2%

100.0%

Weight
(random)

0.0%
14.2%
49.1%
36.7%

100.0%

Weight
{random)

22.9%
24.1%
39.1%
14.0%

100.0%

Figura 15: Metanalise da associacéo entre o SNP ABCC10 rs2125739 e KTD (disfungédo tubular renal)
induzida pelo tenofovir: (A) alelo Tvs. C; (B)CCvs. T_; (C) TTvs. C_.
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¢ Revisao sistematica da farmacogenética do efavirenz

Os estudos de associacdo genética incluidos nessa revisao (n=44) foram

publicados entre 2002 e 2018 e foram categorizados em cinco fenotipos. Também

apresentam grande heterogeneidade quanto a ancestralidade (Tabela 5). Com

relacdo aos cinco fendtipos encontrados, apenas o fenoétipo efeitos adversos no

sistema nervoso central preencheu os critérios para realizacdo da metanalise.

Tabela 5. Reviséo sistemética de estudos de associa¢do farmacogenética da resposta clinica adversos
a terapia contendo efavirenz.

Amostra
Fenotipo Autores Ancestralidade (caso/controle) Gene Variantes
European-
Americans(57%);
Haas et al., | AfricanAmericans(32%);
20042 Hispanics(10%) 202 CYP2B6 516G>T -rs3745274
Hasse et al.,
200511 Thailand Case report CYP2B6 516G>T -rs3745274
Rotger et al., Swiss HIV Cohort
20054 Study 494(123/371) CYP2B6 516G>T -rs3745274
Lowenhaupt et
al., 20072 SI Case report CYP2B6 516G>T -rs3745274
Usami et al.,
2007163 Japanese Case report CYP2B6 *2/*2 (C64T).
White non-Hispanic;
Saitoh et al., black non-Hispanic;
2007164 Hispanic 71 CYP2B6 516G>T -rs3745274
Ramachandran
et al., 2009'%° south India 69 CYP2B6 516G>T -rs3745274
CYP2B6 516G>T -rs3745274
Figueroa et al., Spain (white and CYP3A4 *1B
Efeitos 2010'° african) 32 ABCB1 3435 C>T
adversos | Gounden etal.,
no 2010%7 | Black South African 80 CYP2B6 516G>T -rs3745274
sistema CYP2B6 516G>T/983T>C (rs3745274; rs28399499)
nervoso Ribaudo et al., Whites; blacks; 3435C>T -rs1045642; 2677G>T/A -
central 201068 Hispanics 621 ABCB1 rs2032582
rs3745274; rs35303484; rs35979566;
Caucasian(80%); CYP2B6 rs28399499
Lubomirov et al., African; Asian; CYP2A6 rs28399433
2011 Hispanic; other 272 CYP3A4 rs4646437
Strehlau et al.,
20116° South African Case report CYP2B6 516G>T -rs3745274
CYP2B6 516G>T -rs3745274; rs281864907
Anagnostopoulos 0.144G>A; 9.3492C>T,; g.3570C>G;
et al., 2013'7° Indonesian Case report CYP2A6 9.5738C>T
5-HT2A 102C>T -rs6313
ABCC1 816G>A -rs45560437
ABCC4 rs2274407
CYP2A6 rs8192726
Sanchez Martin BCRP 421C>A -rs2231142
etal., 201388 Caucasian 119 CYP2B6 516G>T -rs3745274; 785A>G -1s2279343
CYP2A6 *17(5065G>A) -rs28399454
Dhoro et al., CYP2B6 516G>T; 983T>C
2013'* | Zimbabwean (Africa) 195(84/11) ABCB1 C>T(rs10276036); 1236C>T
Ghanaian (Africa) 299 CYP2B6 516G>T; 983T>C,; rs28399433
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Sarf | CYP2A6 248T>G
ar goelt 4‘311'2' UGT2B7 rs7439366; 128365062
CAR rs2307424
Caucasian (90.3%);
Martin et al., | Other ethnicities (9,7%
20142 | black; Hispanic/Latin) 62(28/34) CYP2B6 516G>T -rs3745274
€.516G>T; ¢.64C>T; ¢.499C>G; c.1375A>G;
Damronglerd et €.1459C>T; g.3003T>C; g.21563C>T,;
al., 20157 Thailand 24 CYP2B6 C.785A>G
CYP2B6 516G>T; 983T>C; 15582C>T
African (37%); Asian CYP3A4 *22
Dickinson et al., (33%); Caucasian CYP2A6* *17; *9B
20154 | (13%); Hispanic (17%) 606 NR1I3 540C>T,; 1089T>C
Lee et al.,
2015 Chinese 72 CYP2B6 516G>T -rs3745274
Whites(59.5%); CYP2A6 -48T>G(rs28399433)
Blacks(35%);
Leger et al., Hispanics(4.5%); 15582C>T rs4803419; 516 -rs3745274; 983 -
20167 Asians(1%) 563(99/464) CYP2B6 rs28399499
15582C>T rs4803419; 983TC/CC -
Dickinson et al., Caucasian; Asian; CYP2B6 rs28399499; 516GT -rs3745274
20167 African 572(73/499) ABCB1 3435C>T -rs1045642
Mathiesen et al.,
201678 SI Case report CYP2B6 516G>T -rs3745274
¢.516G>T(rs3745274);
Pinillos et al., €.785A>G(rs2279343); c.983
20167 Black African 4 CYP2B6 T>C(rs28399499)
Miller et al.,
2017180 southern Brazil 89 CYP2B6 516G>T -rs3745274
CYP2A6 -48T>G(rs28399433)
Mollan et al., 516G>T -rs3745274; 983T>C -rs28399499;
2017 White; black 1833(75/1758) CYP2B6 15582C>T rs4803419
CYP2B6 516G>T -rs3745274
CYP3A5 6986A>G -rs776746
Gallien et al., Caucasian(85%); 2677G>T/A -rs2032582; 3435C>T -
201782 African(12%) 191(104/87) ABCB1 rs1045642
Gross et al.,
201783 Black African 605 CYP2B6 516G>T; 983T>C
Sandkovsky et
al., 2017 White; black 30 CYP2B6 516G>T -rs3745274
15582C>T rs4803419; 516TT -rs3745274;
CYP2B6 983TT -rs28399499
Almeida et al., African; European; CYP3A4 rs4646437; rs 2740574
201888 Native American 225(89/136) ABCB1 rs1882478
White non-Hispanic;
Black non-Hispanic;
Hispanic; Asian; Native
Haas et al., | American; Multiracial; CYP2B6(516G>T; 983T>C; 15582C>T);
201866 Unknown 820(167/653) | CYP2B6/CYP2A6 | CYP2A6(-48T>G)
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Amostra
Fenétipo Autores Ancestralidade (caso/controle) Gene Variantes
CYP3A4 | —392A>G
Hepatotoxicidade Ritchie et al., white(80%); CYP2B6 | 516G>T, 1459C>T
2006 black(18%) 53(4/49) ABCB1 |3435C>T
Rodrigues et al., IL4 589T
Reacdo de 201868 Brazilians 63(21/42) IL10 592A
hipersensibilidade Vitezica et al., HLA-
2008%° | French caucasians 7 DRB1 |*0101
North America(57%); CYP2A6 | C -rs28399433
Europe(21%); South G -rs28399499; G -rs35303484; A -
Descontinuacao America(9%); CYP2B6 | rs35979566; A -rs3745274
prematura Asia(8%);
Cummins et al., Australia(4%);
2015 Africa(1%) 758 CYP3A4 | A -rs4646437
CYP2D6 | *3; *4; *6
Fellay et al., 2002%* White 80 ABCB1 | 3435C>T -rs1045642
CYP2B6 | 516G>T; 1459C>T
United States/Italy CYP3A4 | -392A>G
(white; black; CYP3A5 | 6986A>G
Haas et al., 2005 Hispanic) 340 ABCB1 | 2677G>T/A,; 3435C>T
CYP2B6 | *5 C>T
CYP3A4 |V A>SG
CYP3A5 | *3 A>G
White non-Hispanic; CYP2C19 | *2 G>A,; *3 G>A; *4 A>G
black non-Hispanic; MDR1 3435C>T, CYP3A4-V-AIG,
Saitoh et al., Hispanic; Native CYP3A53-AlG, CYP3A56-G!
20052 American 71 ABCB1 | A,CYP2C19C4-A!G
White non-Hispanic;
Saitoh et al., | black non-Hispanic;
20075 | Hispanic 71 CYP2B6 | 516G>T -rs3745274
Gounden et al.,
2010%7 | Black South African 80 CYP2B6 | 516G>T -rs3745274
516G>T/983T>C (rs3745274;
CYP2B6 | rs28399499)
Ribaudo et al., Whites; blacks; 3435C>T -rs1045642; 2677G>T/A -
201068 Hispanics 621 ABCB1 |rs2032582
ABCB1 | C_ 7586657 20 (3435C TC)
CYP2B6 | 516G>T -rs3745274
C__30720663_20 (2327G>A
Eficacia UGT2B7 | UGT2B7*2b, *2c, *2d, *2f)
terapéutica (| 6986A>G (CYP3A5*3); 14690G>A
carga viral / | Habtewold et al., . . (CYP3A5*6); 9.27131_27132insT
" 20112° Ethiopia (Africa) 160 CYP3A5 | (CYP3A5*7)
células T-CD4") | Glass et al., 2012 Caucasian 37 CYP2B6 | 516G>T -rs3745274
Ngaimisi etal., | Tanzania; Ethiopia
2013 (Africa) 446 CYP2B6 | 516G>T -rs3745274
CYP2B6 | 15582C>T; 516G>T, 983T>C
CYP2A6 | rs28399433
CYP3A4 | rs2740574
CYP3A5 | *7
Haas et al., 2014 | Port-au-Prince; Haiti 360 ABCB1 |SI
CYP2B6 | 516G>T,; 983T>C; rs28399433
CYP2A6 | 248T>G
UGT2B7 | rs7439366; rs28365062
Sarfo et al., 20142 | Ghanaian (Africa) 299 CAR rs2307424
African (37%); Asian CYP2B6 | 516G>T; 983T>C; 15582C>T
(33%); Caucasian CYP3A4 | *22
Dickinson et al., (13%); Hispanic CYP2A6* | *17; *9B
20157 (17%) 606 NR1I3 540C>T, 1089T>C
rs8192709; rs3211371; rs3745274,
Rohrich et al., | South African Black; rs2279343; rs33980385; rs28399499;
2016%°¢ Mixed Ancestry 134 CYP2B6 |rs193922917; rs193922918
Gross et al., 20178 Black African 605 CYP2B6 | 516G>T, 983T>C
Muller et al.,
20170 Southern Brazil 89 CYP2B6 | 516G>T -rs3745274
Vujkovic et al., black Botswana
20177 (Africa) 1338(276/1062) | CYP2B6 | 516G>T -rs3745274
Queiroz et al.,
20174 Belém (Brazil) 185 CYP2B6 | 516G>T -rs3745274
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e Metanalise dos efeitos adversos no sistema nervoso central induzidos

pelo efavirenz

Dentre todos os polimorfismos analisados para este fenotipo (Tabela 5), apenas
0 CYP2B6 rs3745274 foi incluso na metandlise (Figura 16).

Efeitos adversos no sistema nervoso central induzidos pelo efavirenz
associados ao alelo CYP2B6 (516G>T -rs3745274)

A presenca dos alelos foi comparada entre pacientes com (grupo AE CSN) e
sem (grupo control) a manifestacdo de efeitos adversos no sistema nervoso central
(Figura 16). Quatro estudos foram inclusos nessa metanalise®171:198.199
compreendendo uma amostra de 939 pacientes. O resultado indicou associacdo do
polimorfismo rs3745274, segundo o modelo de efeito assumindo recessividade do
alelo T (C), onde individuos TT apresentaram uma maior chance de manifestar o
fenétipo quando comparados com individuos GG ou GT (0.R.=2,10; 1.C.=1,04-4,24).
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A) AECSN Control Weight  Weight
Author (Year) T Total T Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Dhoro et al. (2013) 76 162 95 218 — 1.14 [0.76;1.72] 41.4% 38.2%
Martin et al. (2014) . . . i 0.0% 0.0%
Dickinson et al. (2016) 57 134 322 1012 —-:—-‘-— 1.59 [1.10;2.29] 41.6% 41.9%
Muller et al. (2017) 67 134 23 40 =: 0.74 [0.36;1.51] 17.0% 19.9%
1
Fixed effect model 430 1270 = 1.26 [0.98; 1.63] 100.0% —
Random effects model — 1.20 [0.83;1.75] - 100.0%

I I 1

0.5 1 2
Favours control Favours AE CSN

Heterogeneity: !2 = 48%, 12 =0.0531,p=0.14

B) AECSN Control Weight Weight
Author (Year) GG Total GG Total OR 95%-Cl (fixed) (random)

Dhoro etal. (2013) 23 81 36 167
Martin et al. (2014) .14 .17
Dickinson etal. (2016) 22 67 231 506
Mdlleretal. (2017 ) 11 67 1 20

1.44 [0.79; 2.65] 30.9% 42.6%

0.0% 0.0%
0.58 [0.24; 1.00] 66.7% 44.7%
3.73 [0.45;30.85] 24% 12.7%

Fixed effect model 229 710
Random effects model
Heterogeneity: I? = 70%, ©* = 0.3543, o =0.04

0.92 [0.63; 1.36] 100.0% -
1.08 [0.46; 2.56] - 100.0%

I LI 1

01 051 2 10
Favours control Favours AE CSN

C) AE CSN Control Weight Weight
Author (Year) TT Total TT Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Dhoro etal. (2013) 18 81 22 167 —-— 1.88 [0.94; 3.75] 42.8% 34.1%
Martin etal. (2014) 10 14 3 17 H——— 1167 [2.13;64.04] 3.0% 12.8%
Dickinsonetal. (2016) 12 67 47 506 B 213 [1.07; 4.26] 34.5% 34.0%
Miller etal. (2017) 11 67 4 20 —-"'—}— 0.79 [0.22; 2.80] 19.7% 19.1%
I
Fixed effect model 229 710 <> 2.04 [1.32; 3.17] 100.0% -
Random effects model —— 210 [1.04; 4.24) - 100.0%
111 1

Heterogenetty: I° = 52%, T = 0.2521, p = 0.10
01 051 2 10
Favours control Favours AE CSN

Figura 16: Metanalise da associagdo entre o SNP CYP2B6 rs3745274 e AE CNS (efeitos adversos no
sistema nervoso central) induzidos pelo efavirenz: (A) alelo Tvs. G; (B) GG vs. T_; (C) TT vs. G_.

4.1.4 Farmacogenética da nevirapina
e Reviséo sisteméatica da farmacogenética da nevirapina

Os estudos incluidos (n=21) foram publicados entre 2005 e 2017. Também foi
observada heterogeneidade quanto a ancestralidade, entretanto, 50% dos estudos
investigaram, exclusivamente, em populacbes africanas (Tabela 6). Entre os 4
fendtipos encontrados, apenas o fenoétipo reacao de hipersensibilidade (n=10) satisfez

0s critérios para inclusdo na metanalise.
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Tabela 6: Revisao sistematica de estudos de associacédo farmacogenética da resposta clinica a terapia
contendo nevirapina.

Amostra
Fendtipo Autores Ancestralidade | (caso/controle) Gene Variantes
HLA-DRB [ *1(0101)
HLA-A HLA-A
HLA-B *5701
HLA-C HLA-C
Martin et al., 2004°” | Western Australian | 235(26/209) HLA-DQ | HLA-DQ loci
HLA A 33
HLA-DRB | *1(0101); *1(0102)
HLA-B 14
Littera et al., 2006%° Sardinian 49(13/36) HLA-Cw |*8
Gatanaga et al., HLA-B 14
2007% Japoneses 41(12/29) HLA-Cw | *0802;
Vitezica et al.,
2008%° | French caucasians 14(2/?) HLA-DRB | HLA-DRB1(*0101)
HLA-A *2407
HLA-B *3505; *3802
Chantarangsua et HLA-Cw | *0401; *070
al., 2009% Thailandia 332(147/185) | HLA-DRB | *1(1202)
Likanonsakul et al.,
20092 Thailandia 99 (39/60) HLA-Cw | *04
516G>T -rs3745274; rs2054675;
CYP2B6 | rs3786547
HLA-Cw | *0401
HLA-B *3505; *3501
HLA-DPB | HLA-DPB
African, Asian, and HLA-DQB | HLA-DQB1*05
Yuan et al., 2011% | European descent | 762(175/587) | HLA-DRB |*1
516G>T -rs3745274; 785A>G -
CYP2B6 | rs2279343; 1459C>T
Reacéo de CYP3A5 | *3(6986A>G -rs776746)
hipersen- 2677G>T/A -rs2032582; 3435C>T -
sibilidade Gozalo et al., ABCB1 rs1045642
20112 Sl 72(18/54) HLA-DRB [ *1(*0101)
Borgiani et al., Mozambique HCP5 rs3099844
2013202 (Africa) 103(27/76) | PSORS1C1 | rs2233945; rs2233945
983T>C -rs28399499; 516G>T -
rs3745274; rs58425034; rs8192715;
CYP2B6 | rs12721646; rs2279343
CYP3A4 | rs2740574
CYP3A5 | rs776746
3421T>A -rs2229107; 3435C>T -
Ciccacci et al., Mozambique ABCB1 rs1045642
2013%° (Africa) 105(27/78) ABCC10 | 3058C>T -rs2125739
HLA-Cw | *0401; *08 e varios alelos
HLA-DQB1 (02:01G; 03:02:01;
HLA-DQB1 | 05:01:01; 06:02; 06:03:01; 06:09)
HLA-A HLA-A
HLA-B *53:01:01; *35:0518
Carr et al., 2013% | Malawian (Africa) | 271(116/155) | HLA-DRB | *01 (02:01)
Dhoro et al., Zimbabwean CYP2B6 | 516G>T,; 983T>C
2013t (Africa) 156(40/116) ABCB1 rs10276036
Malawian; *18(c.983T>C -rs28399499;
Carr et al., 2014'% | Ugandan (Africa) | 637(209/428) | CYP2B6 |*9(c.516G>T -rs3745274)
Ciccacci et al., Mozambique
201523 (Africa) 105(27/78) | TRAF3IP2 | TRAF3IP2(rs76228616)
GSTM1 GSTM1
CYP2B6 | rs3745274; rs28399499
HCP5 rs3099844
Ciccacci et al., Mozambique TRAF3IP2 | rs76228616
20172 (Africa) 105(27/78) GSTT1 GSTT1
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Fendtipo Autores Ancestralidade Amostra Gene Variantes
CYP2B6 |516G>T; 1459C>T
CYP3A4 | 392A>G
CYP3A5 | 6986G>A -rs776746; 6986A>G
3435C>T -rs1045642; 2677G>T -
Haas et al., 20062% South Africa 161(53/108) ABCB1 | rs2032582
CYP3A4 | -392A>G
Ritchie et al., white(80%); CYP2B6 | 516G>T,; 1459C>T(rs3211371)
20068 black(18%) 58(9/49) ABCB1 |3435C>T
€.983T>C(rs28399499);
C.785A>G(rs2279343); c.646-
17C>T(rs12721646); c.646-
106G>A(rs8192715); c.646-
159G>C(rs58425034);
CYP2B6 | c.516G>T(rs3745274)
€.2785+49T>C (rs2032583);
Hepatoto- €.3435C>T(rs1045642);
xicidade ABCB1 | c.3421T>A(rs2229107)
Ciccacci et al., Mozambique CYP3A5 | g.6986A>G -rs776746
2010%% (Africa) 156(78/78) | CYP3A4 |-392A>G
HLA-Cw | *0401
HLA-B *3505; *3501
HLA-DPB | HLA-DPB
African, Asian, HLA-DQB | HLA-DQB1*05
Yuan et al., 2011°* | European descent | 688(101/587) | HLA-DRB | *1
*1(0101); *1(0102); *1(0301);
HLA-DRB | *1(1401)
HLA-A *6801
Black (71%); *5801; *1510; *5802; *0705; *1801;
Caucasian (14%); HLA-B *3501; *4101
Phillips et al., | Mixed (11%); Asian HLA-C *0210; *0302; *1203; *0304; *0602
201327 | (2%); other (1%) | 168(57/111) | CYP2B6 |516G>T -rs3745274
516G>T -rs3745274; 785A>G -
CYP2B6 | rs2279343; 1459C>T
CYP3A5 | *3(6986A>G -rs776746)
2677G>T/A -rs2032582; 3435C>T -
Gozalo et al., ABCB1 rs1045642
o 20112 SI 72(18/54) HLA-DRB1 | *0101
Eficacia 3435C>T -1s1045642; 2677T>G -
terapeutica ABCB1 | rs2032582
(T células CYP2B6 | 516G>T -rs3745274
T-cD4™) ABCG2 | 421C>A
Zhu et al., 2013 Chineses 239 ABCC4 | 559G>T -rs11568658
983T>C -rs28399499; 516G>T -
Oluka et al., 20152 Kenyan(Africa) 66 CYP2B6 | rs3745274
CYP1A2 |g.-163C>A
Mhandire et al., Zimbabwean 516G>T -rs3745274; 983T>C -
2015%° (Africa) 118 CYP2B6 | rs28399499
e Metandlise dareacao de hipersensibilidade induzida pela nevirapina

Dentre todos os polimorfismos analisados para este fenotipo (Tabela 6), apenas
0s seguintes foram inclusos na metanalise: HLA-Cw*0401 (Figura 17), HLA-DRB*01
(Figura 18) e CYP2B6 rs3745274 (Figura 19).
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Reacéao de hipersensibilidade induzida pela nevirapina associada ao alelo
HLA-Cw *0401

A presenca do alelo HLA-Cw *0401 foi comparada entre pacientes com (grupo
HSR) e sem (grupo control) manifestacéo de reacao de hipersensibilidade (Figura 17).
Quatro estudos foram inclusos na metanalise®3-252% compreendendo uma amostra
de 1.563 pacientes. O resultado indicou associacdo do HLA-Cw*0401, na qual a
presenca de ao menos uma copia desse alelo (*0401/) aumentou em,
aproximadamente, 2 vezes a chance de apresentar o fenétipo (0.R.=2,98; 1.C.=2,18-
4,08).

HSR Control Weight Weight
Author (Year) *0401/_ Total *0401/_ Total Odds Ratio OR 85%-Cl (fixed) (random)
Chantarangsua etal. (2009) 17 128 4 144 —E—'— 536 [1.75,16.38] 5.9% 7.2%
Likanonsakul etal. {2009) 13 34 9 60 —F— 283 .07, 749] 8.5% 9.2%
Yuan et al. (asian) {2011) 25 T 41 233 — 255 141, 460] 224%  208%
Yuan et al. (thai) (2011) 18 &2 32 179 —'j— 243 122 4384] 170%  165%
Yuan et al. (black) (2011) 15 27 15 77 _E_'_ 517 [201,13.30] 6.3% 8.7%
Yuan et al. (white) (2011) 26 77 BB 277 —_ 192 [1.11; 3.38] 302%  229%
Carretal (2013) 23 36 39 1583 -E—'— A7 [23911.18] 97%  137%

!

Fixed effect model 430 1123 <= 295 [2.24; 3.88] 100.0% -
Random effects model | : |{:} | 2.98 [2.18; 4.08] - 100.0%

Heterogeneity: I* = 18%, 7= 0.0321, p = 0.28
01 05 1 2 10
Favours control  Favours HSR

Figura 17. Metandlise da associagdo entre a presenca do alelo HLA-Cw *0401 e HSR (reagdo de
hipersensibilidade) induzida pela nevirapina.

Reacdo de hipersensibilidade induzida pela nevirapina associada ao alelo
HLA-DRB*01

A presenca do alelo HLA-DRB*01 foi comparada entre pacientes com (grupo
HSR) e sem (grupo control) manifestacéo de reacao de hipersensibilidade (Figura 18).
Seis estudos foram inclusos na metanalise®*9597.99.189.201 = compreendendo uma
amostra de 1.166 pacientes. O resultado indicou associa¢gdo do HLA-DRB*01, na qual
a presenca de ao menos uma copia desse alelo (*01/) aumentou em,
aproximadamente, 2 vezes a chance de apresentar o fenotipo (O.R.=2,52; 1.C.=1,29-
4,91).
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HSR Control Weight Weight
Author (Year) *01/_ Total *01/_ Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Martin et al. (2004 ) 5 14 an 2 354 M1, 1127 97% 17.9%
Littera etal. {2006) o 13 3 36 035 [002 734 B7% 4.3%
Vitezica etal. (2008) 5 ] 1 15 —+— 70.00 [3.65; 1342 66] 0.4% 4 5%
Yuan et al. (asian) (2011) 1 30 1 233 8.00 [048 131.37] 009% 5.0%
Yuan et al. (black) {2011} 2 14 a8 77 144 [0.27, 761 B8.9% 11.4%
Yuan et al. (white) {2011 ) 25 &Y BT 277 L 302 [1.66, 549] 46.0% 20 6%
Gozalo etal. (2011) 2 18 10 54 —-——g— 063 [012, 3227] 16.8% 11.7%
Carretal. (2013} 4 14 12 84 -—'i— 234 [0.64, 858] 10.6% 15.7%

|

Fixed effect model 164 1002 P 2.56 [1.69; 3.89] 100.0% -
Random effects model | | = : | 252 [1.25; 4.91] —  100.0%

Heterogensity: 1~ = 36%, T = 0.2984, p = 0.14
0.001 01 1 10 1000
Favours contral  Favours HSR

Figura 18. Metandlise da associagdo entre a presenca do alelo HLA-DRB*01 e HSR (reacdo de
hipersensibilidade) induzida pela nevirapina.

Reacédo de hipersensibilidade induzida pela nevirapina associada ao alelo
CYP2B6 (516G>T -rs3745274)

A presenca dos alelos foi comparada entre pacientes com (grupo HSR) e sem
(grupo control) a manifestacdo de reacdo de hipersensibilidade a nevirapina (Figura
19). Quatro estudos foram inclusos nessa metanalise®*17119%.199 compreendendo uma
amostra de 1.644 pacientes. O resultado ndo indicou associacéo desse polimorfismo,
segundo os modelos de efeito alélico ou genotipico (assumindo modelos de

dominancia e recessividade do alelo T), com a manifestacao do fenétipo.
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A) HSR  Control Weight Weight
Author (Year) T Total T Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)

Yuan et al. (asian) (2011)
Yuan et al. (black) (2011)
Yuan et al. (white) (2011) : = ;
Dhoro et al. (2013) 26 72 83 208

0.0% 0.0%
0.0% 0.0%
0.0% 0.0%

b 0.85 [0.49;1.48] 14.0% 28.5%
Ciccacci et al. (2013) 30 54 64 156 ——— 1.80 [0.96;3.36] 7.5% 25.4%
Carr et al. (2014) 174 418 398 856 0.82 [0.65; 1.04] 78.4% 46.1%
Fixed effect model 544 1220 = 0.90 [0.73; 1.10] 100.0% --

Random eﬂ‘eczts model E|2 1.01 [0.66; 1.56] - 100.0%

Heterogeneity: I = 63%, 1'2 =0.0916, p = 0.07
0.5 1 2

Favours control Favours HSR

Random effects model

Heterogeneity: 1?2 = 7%, ©° = 0.0138, p =034 ! ! ! !
0.2 05 1 2 5
Favours control Favours HSR

B) HSR  Control Weight Weight
Author (Year) GG Total GG Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Yuan et al. (asian) (2011) 47 71 171 233 - 0.71 [0.40; 1.26] 19.3% 18.6%
Yuan et al. (black) (2011) 10 27 46 T & : 0.40 [0.16;0.98] 10.8% 13.7%
Yuan et al. (white) (2011) 53 77 216 277 : 0.62 [0.36; 1.09] 21.0% 18.8%
Dhoro etal. (2013) 15. 36 40 104 g 1.14 [0.53;2.47] 8.6% 15.6%
Ciccaccietal. (2013) 5 2€ 2T 78 ; 0.43 [0.15;1.26] 8.1% 11.6%
Carretal. (2014) 75 209 107 428 N o 1.68 [1.17;2.40] 32.2% 21.7%
Fixed effect model 447 1197 i: 0.98 [0.78; 1.25] 100.0% -
Random effects model 0.78 [0.47;1.30] - 100.0%
Heterogenetty: I° = 73%, T° = 0.2735, p < 0.01 J T 1 ) !
0.2 05 1 2 5
Favours control Favours HSR
) HSR Control Weight  Weight
Author (Year) TT Total TT Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Yuan et al. (asian) (2011) . Tl = 233 0.0% 0.0%
Yuan et al. (black) (2011) . 2r . 77 0.0% 0.0%
Yuan et al. (white) (2011) . T T AR 7 0.0% 0.0%
Dhoro etal. (2013) 5 36 19 104 - 0.72 [0.25;2.10] 15.6% 13.8%
Ciccaccietal. (2013) 8 27 13 78 2.11 [0.76;5.83] 8.7% 15.2%
Carretal. (2014) 40 209 77 428 —1— 1.08 [0.71; 1.65] 75.7% 71.0%
Fixed effect model 447 1197 : 1.11 [0.77; 1.60] 100.0%
I

1.13 [0.75;1.70] - 100.0%

Figura 19. Metandlise da associacdo entre o SNP CYP2B6 rs3745274 e HSR (reacdo de
hipersensibilidade) induzida pela nevirapina: (A) alelo Tvs. G; (B) GG vs. T_; (C) TT vs. G_.

4.1.5 Farmacogenética dos inibidores de protease
e Revisdo sisteméatica da farmacogenética dos inibidores de protease

Foram encontrados estudos de associacdo que analisaram fendtipos
relacionados ao lopinavir/ritonavir, atazanavir/ritonavir e indinavir). Os estudos
incluidos (n=17) foram publicados entre 2005 e 2017. Observou-se grande

heterogeneidade quanto a ancestralidade (Tabela 7). Foram encontrados 4 fenétipos
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associados, mas apenas o fenoétipo hiperbilirrubinemia (n=14) satisfez os critérios para

inclusdo na metandlise.

Tabela 7: Reviséo sistematica de estudos de associagdo farmacogenética da resposta clinica a terapia
contendo inibidores de protease.

L . Amostra .
Droga Fendtipo Autores Ancestralidade | (caso/controle) Gene Variantes
IL-6 | rs2069835
T lipidios e ABCC2 | rs3740066
Lopinavir/ bilirrubina
ritonavir plasmatica e CETP rs11076174
diarréia LEP | rs1137100
SLCO1B
Aspiroz et al., 2014?*° European 106 3 rs4149117
Rodriguez-Novoa et
al, 20061 Whites 74 ABCB1 | 3435C>T -rs1045642
White(95.8%);
African(1.0%);
Rotger et al., 2005%'! | Hispanic(3.1%) 150 UGT1A1 |*28
Northern
German UGT1A1*28; UGT1A3
Caucasoid (-66C); UGT1A7 (-
(92,5%); African 57G);
Lankisch et al., (4,7%); Asian UGT1A7129K/131K
200622 (2,8%) 106 (39/67) | UGT1A
Rodriguez-Novoa et
al, 200712 Caucasians 118 UGT1A1 |*28
Choe et al., 2010%3 Koreans 168 UGT1A1 |*28
ABCB1 |2677; 3435
Park et al., 2010'® |  South Korea 129 UGT1Al |*28;*6
Ferraris Laurenzia et
Hiperbilir al., 201224 Milan (Italy) 51 UGT1A1 | *28
rubinemia Euro-Brazilians
) (60.3%); Afro-
Atazanavir/ Brazilians
ritonavir Turatti et al., 201245 (39.7%) 375 UGT1A1 | *28
Whites; blacks;
Ribaudo et al., 20136 Hispanics 646 UGT1A1 | *28(rs8175347)
African
American; *28, *36,
European; *37(rs8175347);
Johnson et al., 2014%7 Hispanic 543 UGT1Al |rs887829
Panagopoulos et al., Caucasians
201438 (Grecia) 26 UGT1A1 | *28
Kanestri et al., 2014%*° SI 47 UGT1Al |*28
United States
and Puerto Rico
Vardhanabhuti et al., (black; white;
20152 hispanic) 481 UGT1A1 | T/T -rs887829
Southeastern
USA Black;
Leger et al., 2017%?* | Hispanic; White | 321 (57/264 | UGT1A1 | C>T -rs887829
UGT1A1 | *28
Descontinuaca .
o premawrg _ Caucasian(80%) ABCB1 | G>A -rs1045642
Lubomirov et al., | ; African; Asian;
2011 | Hispanic; other 121 NR1I2 | rs2472677
White(23);
. . . . African
Indinavir 1Bilirrubina Anderson et al., descent(7);
2006222 Others(3) 33 UGT1A1 | *28
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e Metandlise da hiperbilirrubinemia induzida pelo atazanavir

Dentre todos os polimorfismos analisados para este fenotipo (Tabela 7), apenas

o UGT1A1*28 foi incluso na metanalise (Figura 20).

Hiperbilirrubinemia induzida pelo atazanavir associada ao alelo
UGT1A1*28.

A presenca do alelo UGT1A1*28 foi comparada entre pacientes com (grupo
hyperbilirubinemia) e sem (grupo control) manifestacao de hiperbilirrubinemia induzida
pelo atazanavir (Figura 20). Cinco estudos foram inclusos na metandlise10%104,212,214,216
compreendendo uma amostra de 1.071 pacientes. O resultado indicou associagéo do
alelo UGT1A1*28 por meio dos trés modelos de efeito realizados. Segundo o modelo
de efeito alélico (A) a presenca do alelo aumentou em duas vezes a chance de
manifestar o fenotipo (0.R.=3,32; 1.C.=2,49-4,44). Pacientes homozigotos para o alelo
*6 (B) tém chance 73% menor de apresentar hiperbilirrubinemia (0.R.=0,27; 1.C.=0,16-
0,47). Pacientes homozigotos para o alelo *28 (C) tém um aumento de 6,17 vezes na
chance de manifestar o fenétipo (O.R.=7,17; 1.C.=4,32-11,91).
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A) Hyperbilirubinemia  Control Weight Weight
Author (Year) *28 Total "28 Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Lankisch et al. (2008) 48 78 41 134 —E— 363 [2.02: 652] 21.4%  22.4%
Rodriguez-Movoa et al (2007) 29 66 44 170 —= 224 [1.24: 407] 254%  21.8%
Park et al. (2010) 12 54 15 204 — 360 [1.57; 8.25] 9.0% 11.7%
Ferraris Laurenzia etal. (2012) 25 46 8 56 T 7.14 [277:18.41] 6.1% 9.1%
Ribaudo etal. (2013) 55 86 445 1248 - 3.20 [2.03; 505] 381%  351%
I
Fixed effect model 330 1812 < 3.32 [2.53; 4.37] 100.0% -
Random effects model ; . . === 3.32 [2.49; 4.44] = 100.0%

Heterogeneity: I = 8%, T° = 0.0087, p = 0.36
01 051 2 10
Favours control Favours Hyperbilirubinemia

B} Hyperbilirubinemia Control Weight  Weight
Author (Year) *6"6 Total “6"6 Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Lankisch etal. (2006 ) 9 39 31 67 —_— 0.35 [0.14;0.85] 18.9% 21.7%
Rodriguez-Movoa et al ( 2007 ) 10 33 43 85 —§--— 0.42 [0.18:1.00] 18.1%  227%
Park etal. (2010) 16 27 87 102 — 0.25 [0.10; 0.64] 16.0% 20.2%
Ferraris Laurenzia etal. (2012) 3 23 28 —-‘-—5 0.05 [0.01:0.22] 17.7% 10.5%
Ribaudo etal. (2013) 8 43 259 624 - 0.32 [0.15.0.71] 29.3% 24.9%
Fixed effect model 165 906 é 0.29 [0.19; 0.43] 100.0% -
Random effects model 0.27 [0.16; 0.47] 100.0%

Heterogeneity: = 38%, =0 1418, p = 017
01 0512 10
Favours control Favours Hyperbilirubinemia

< Hyperbilirubinemia Control Weight  Weight
Author (Year) *28"28 Total *28*28 Total 0Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Lankisch et al. { 2006 ) 18 39 5 &7 —— 1063 [351; 3217] 21.7%  21.0%
Rodriguez-Movoa et al {2007 ) 6 33 2 85 —_— 922 [1.76; 48.41] 10.0% 9.3%
Park etal {2010} 1 27 0 102 11.60 [0.46;293.04] 0.0% 2.5%
Ferraris Laurenzia et al. {2012 ) 5 23 1 28 ; 750 [0.81; 69.63] T7% 5.2%
Ribaudo etal. (2013) 20 43 20 624 -'T 591 [3.11; 11.25] 60.5% 62.1%
]
Fixed effect model 165 206 - 7.57 [4.54; 12.62] 100.0% -
Random effects model ; | {3: | 74T [4.32; 11.91] - 100.0%

Heterogeneity: i = 0%, ©° = 0, p = 0.90
001 04 1 10 100

Favours control  Favours Hyperbilirubinemia

Figura 20. Metanalise da associagdo entre o alelo UGT1A1*28 e hiperbilirrubinemia induzida pelo
atazanavir: (A) alelo *28 vs. *6; (B) *6*6 vs. *28__; (C) *28*28 vs. *6_.

4.1.6 Farmacogenética da HAART
¢ Revisao sistematica da farmacogenética da HAART

Estudos nos quais o antirretroviral ndo foi especificado foram agrupados como
HAART, Terapia com INTRs, Terapia com INTRs/INNTRs e Terapia com inibidores de
protease (Tabela 8). Nenhum dos fenétipos relacionados preencheu os critérios para

inclusdo na metandlise.
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Tabela 8. Revisao sistematica de estudos de associacdo farmacogenética da resposta clinica a HAART,
aterapia com INTRs, a terapia com INTRs/INNTRs e a terapia com inibidores de protease.

Amostra
Droga Fendétipo Autores Ancestralidade (caso/controle) Gene Variantes
ABCAl1 | 2962 GA
APOA APOA5(non-*1/*1)
APOC | APOC3
APOE APOE
CETP 279 GA,; =629 CA
S ADRB2 | 265A>G; 298C>G
TLipidios LIPC__ | —250G>A
plasmético LIPG 584CST
Caucasian(88.4%); LPL 1595G>C
Black(6.6%); ABCB1 | 3435C>T -rs1045642
Hispanic(2.3%) ; MTP —493G>T
Arnedo et al., Asian(2.5%); SCARB1 |41C>T
2007%% | Unknown/other(0.2%) 438 TNF —308G>A
CYP3A4 392A>G
516G>T -rs3745274,
CYP2B6 | 785A>G -1s2279343
-129T>C; 2677G>A -
Eficacia rs2032582; 1236C>T -
terapéutica Parathyras et al., rs1128503; 3435C>T -
HAART (l carga 20097 South Africa 126 ABCB1 rs1045642
viral /1 rsiéé%;ﬁgrsSleSW;
4 rs ;
celulas T- 1s34128717;
CD4") rs3211374; rs3211371;
rs8192709;
European; Asian; rs34097093;
Frasco et al., Yoruban; non- rs1042389; rs3745274;
2012%5 Yoruban African 91 CYP2B6 | rs28399499
¢.516G.T; c.64C.T,
ReacGes €.499C.G; c.1375A.G;
adversas ‘ ¢.1459C.T; g.3003T.C;
Bushyakanist et al., CYP2B6 | g.21563C.T; c.785A.G
20157 Thailand 129 HLA-B *3505; *5701; *4001
ABCB1 €.3435C>T(rs1045642)
g.—24C>T(rs717620);
Disfuncao ABCC2 | c.1249G>A(rs2273697)
tubular Euro-descendants €.3463A>G(rs1751034);
renal (280) Afro- ABCC4 | c.4131T>G(rs3742106)
da Rocha et al.,| descendants (227) SLC22A6 | c.728G>A(rs11568626)
2015%¢ (Brazil) 507 SLC22A11 | -20kbT>A(rs11231809)
Neuropatia Canter et al., MTND2 | *LHON(4917G)
periférica 2007%%" | white (non-Hispanic) | 250(70/180) MTND1 | *LHON(4216C)
rs2712816;
Intolerancia Arruda et al., rs12422149;
2016%8 Brazilians 764 SLCO2B1 | rs1676885; rs949069
CYP2C9 | rs78447620
UGT1A1 |rs10203853
. ADH1A |rs114188790
Terf‘,\ﬂzcom ABCB1 | rs1016793
s Eficacia CYPIA2 |rs16972486
terapéutica CYP2A6 |rs11083571
(lcarga CYP2B6 | rs148033691
viral) CYP2C19 | rs4494250
CYP2D6 | rs5751221
African-American; CYP3A4 |rs6956344
Pierce et al., Hispanic; CYP3A5 | rs12334072
2017%° | NonHispanic white 37(29/8) NR1I2 rs147905983
UGT1A1 |rs10203853
ADH1A |rs114188790
s ABCB1 rs1016793
. Eficacia CYP1A2 |rs16972486
Terapia com | terapéutica
INTRs/INNTRs | (|carga CYP2A6 | 1511083571
. CYP2D6 |rs5751221
viral) Afican-American; CYP3A4 | rs6956344
Pierce et al., Hispanic; CYP3A5 | rs1233407
2017%° | NonHispanic White 166(113/53) NR1I2 rs147905983
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TL|p|d'|(_)s Foulkes et al., | White/non-Hispanics; apoA-| | apoA-l
plasmatico 2006%%° Hispanics 626 | apoC-lll | —384; -355; -482; -455;
3435C>T -rs1045642;
ABCB1 rs3842
198217T>C; 30-UTR -
ABCC1 |rs212091; rs3743527
CYP2B6 rs3745274
Coelho et al., Brazil (caucasian; SLC22A1 | rs628031
2013%¢ afro-descendant) 187(27/160) | SLCO3A1 | rs1517618
Terapia com | Eficécia R
ek e rs
'”'g;gfg:ssede te{fﬁ::g:a CYP2C9 | 1578447620
. UGT1Al1 |rs10203853
viral) ADHIA | rs114188790
ABCB1 rs1016793
CYP1A2 | rs16972486
CYP2A6 |rs11083571
CYP2D6 | rs5751221
African-American; CYP3A4 | rs6956344
Pierce et al., Hispanic; CYP3A5 |rs12334072
2017%% | NonHispanic White | 366(193/173) NR1I2 rs147905983
A Arruda et al., ABCC2(rs4148396;
Intolerancia 20162 Brazilians 764 ABCC2 rs37400(66)

4.1.7 Resumo dos resultados das metanalises

Tabela 9: Resumo dos resultados das metandlise realizadas. Em negrito estdo os resultados que foram
estatisticamente significativos.

Droga Fendtipo Gene Variante (efeito determinante) O.R. (1.C 95%)
Abacavir Reacéo de HLA-B *5701 28,51
hipersensibilidade (Presenca de pelo menos 1 alelo) (9,95-81,71)
Tenofovir Disfuncéo tubular ABCB1 2677G>T (Presenca do alelo G) 1,20 (0,67-2,13)
renal ABCC2 1249G>A (Presenca do alelo G) 0,78 (0,40-1,53)
—24C>T (Presenca do alelo C) 1,08 (0,67-1,76)
ABCC4 3348A>G (Gendtipo GG) 2,98 (1,41- 6,28)
ABCC10 526G>A (Presenca do alelo G) 0,82 (0,30-2,26)
2759T>C (Presenca do alelo T) 0,97 (0,63-1,49)
Efavirenz  Efeitos adversosno CYP2B6 516G>T (Gendtipo TT) 2,10 (1,04-4,24)
sistema nervoso
central
Nevirapina Reacéo de HLA-Cw *0401 (Presenca de pelo menos 1 2,98 (2,18-4,08)
hipersensibilidade alelo)
HLA-DRB *1 (Presenca de pelo menos 1 alelo) 2,52 (1,29-4,91)
CYP2B6 516G>T (Genotipo TT ou TG) 0,78 (0,47-1,30)
Atazanavir  Hiperbilirrubinemia  UGT1Al UGT1A1*28 (Gendtipo *28*28) 7,17 (4,32-11,91)

OR: odds ratios; IC 95%: intervalo de confianca de 95%
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4.2 Estudo de associacdo genética primario

4.2.1 Caracteristicas epidemioldgicas dos participantes do estudo

As caracteristicas demograficas dos 291 pacientes que fizeram parte do estudo
estdo especificadas na Tabela 10. A amostra consistiu em 165 (57%) homens e 126
(43%) mulheres, com a média de idade ao diagndstico de 35 anos e no momento de
inicio da HAART de 36 anos. Entre todos os participantes, 122 (42%) sdo pardos e a

maioria, 212 individuos (74%), oriundos da Babhia.

Tabela 10: Caracteristicas clinicas e epidemiolégicas da populacdo em estudo.

Caracteristicas epidemiol6gicas

Sexo n(%)

Masculino 165(0,57)
Feminino 126(0,43)
Idade ao diagnostico HIV (média / mediana / dp) anos

Geral 35/34/11
Homens 36/35/10
Mulheres 35/33/12
Idade ao inicio tratamento (média/mediana/dp) anos

Geral 36/35/11
Homens 36/35/10
Mulheres 35/34/13
Ancestralidade autodeclarada n(%)

Pardo 122(0,42)
Branco 60(0,21)
Negro 35(0,12)
Amarelo 3(0,01)
Indigena 3(0,01)
N&o informado 68(0,23)
Estado de origem n(%)

BA 212(0,74)
Outros 78(0,25)

N&o informado 3(0,01)
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4.2.2 Caracteristicas clinicas dos participantes do estudo

A média da contagem de linfécitos T-CD4* ao diagndstico foi de 365 células/mm?
e da carga viral 156.524 copias/mL (2,19 log cOpias/mL). As ultimas contagens de
CD4* e carga viral disponiveis foram, em média, 640 células/mm?3 e 3.220 copias/mL
(0,50 log copias/mL), respectivamente (Tabela 11). Foram utilizados 53 esquemas
terapéuticos diferentes durante o periodo de avaliacdo no ambulatério (Apéndice 4,
Tabela S1). O esquema mais comum registrado foi zidovudina, lamivudina e efavirenz
(AZT+3TC+EFZ) (n = 959) seguido por tenofovir, lamivudina e efavirenz
(TDF+3TC+EFZ) (n = 755).

Tabela 11: Caracteristicas clinicas dos pacientes

Caracteristicas clinicas
Contagem de linfocitos T-CD4* ao diagndstico (células/mm?3)

Média / mediana / dp (n) 365/ 323 /289 (291)
Pacientes com a contagem n(%):

<100 59(0,20)
>100 ou <200 39(0,13)
>200 ou <350 57(0,20)
>350 ou <500 67(0,23)
>500 69(0,24)
Contagem basal de linfocitos T-CD4* (células/mm?)

Média / mediana / dp (n) 289 /277 /205 (261)
Pacientes com a contagem n(%):

<100 57(0,22)
>100 ou <200 40(0,15)
>200 ou <350 75(0,29)
>350 ou <500 59(0,23)
>500 30(0,11)
Ultima contagem de linfécitos T-CD4* (células/mm?3)

Média / mediana / dp (n) 640/ 613/ 295 (291)
Pacientes com a contagem n(%):

<100 5(0,02)
>100 ou <200 9(0,03)
>200 ou <350 34(0,12)
>350 ou <500 49(0,17)
>500 194(0,67)
Carga viral ao diagnéstico (HIV-1 copias/mL)

Média / mediana / dp (n) 156.524 / 20.949 / 540.744 (291)
Pacientes com carga viral >10.000 n(%) 172(0,59)
Pacientes com carga viral indetectavel n(%) 15(0,05)

Carga viral basal (HIV-1 copias/mL)
Média / mediana / dp (n) 178.713/30.746 / 288.782 (261)



Pacientes com carga viral 210.000 n(%)
Pacientes com carga viral indetectavel n(%)
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184(0,70)
2(0,07)

Ultima carga viral (HIV-1 cépias/mL)
Média / mediana / dp (n)

Pacientes com carga viral 210.000 n(%)
Pacientes com carga viral indetectavel n(%)

3.220 /50 / 38.199 (291)
6(0,02)
255(0,88)

Tempo de acompanhamento no ambulatério
Média / mediana / dp (dias) (n)
Tempo minimo/maximo de acompanhamento (dias)

Pacientes com o tempo de acompanhamento (anos) n(%):

<1
>1 ou <3
>3 ou <5
>5

2.420/1.897/1.710 (291)
136/8.239

6(0,28)
76(0,26)
59(0,20)

150(0,52)

Tempo de tratamento
Média / mediana / dp (dias) (n)
Pacientes com o tempo de tratamento (anos) n(%):

2.176/1.727 /1 1.636 (291)

<1 11(0,04)
>1 ou <3 85(0,29)
>3 ou <5 61(0,21)
>5 133(0,46)
Regime terapéutico contendo pelo menos

INTR 290(0,99)
INNTR 210(0,72)
Inibidor de protease 74(0,25)
Inibidor de integrase 66(0,22)
INTR+INNTR 100(0,34)
INTR+Inibidor de protease 89(0,30)
INTR+Inibidor de integrase 50(0,17)
Abacavir 11(0,04)
Tenofovir 206(0,71)
Efavirenz 202(0,69)
Nevirapina 12(0,04)
Atazanavir 65(0,22)

Os pacientes foram agrupados em <200, <350, <500 e >500 células/mm? com

base em suas contagens de CD4* ao diagnéstico. Do mesmo modo, realizou-se a

estratificacdo com base na CD4* no inicio da HAART (CD4* basal) e registrou-se, em

cada respectivo estrato, o n(%) de individuos que alcancaram os valores de <200,

<350, <500 e >500 células/mm?3, em um periodo de até, aproximadamente, 6 anos de

tratamento (com base na ultima CD4* disponivel) (Figura 21). Entre os individuos com

CD4* basal <200, 42% alcancou valores >500 células/mm3; enquanto 93% dos

individuos com CD4* basal >500 permaneceram com a contagem de CD4* >500

células/mm? ao final de, aproximadamente, 6 anos de tratamento.
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cD4* ao ‘ | CD4* no inicio da ‘ ‘ Ultima CD4* |
diagndstico HAART disponivel
<200 11(11)
<200 98(34) § <200 97(37) <350 34(35)
H=57(58) § H=57(59) —
M=21(42) M=40(41) <500 56(58)
<350 155(53) <350 172(66) <350 41(24)
H=90(58) | H=101(59) —
<500 222(76) <500 231(89) <350 44(19)
H=127(5) 5 H=132(57) —
M=95(43) | M=99{43) ;
=500
<200 0(D)
>500 69(24) >500 30(11) <350 0(0)
H=38(55) ; H=19(54) >
M=31(45) g M=11(36) !
>500 28{93)

Figura 21: Cinética da contagem de linfécitos T-CD4* (células/mm?3) a partir do diagnéstico ao ultimo
registro de CD4* disponivel. Nota-se que entre os pacientes que se apresentaram ao ambulatério com
valores de até 200 células, menos da metade recuperou para valores acima de 500 células/mms3.
H=homens e M=mulheres; n(%).

4.2.3 Frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs investigados

Todos os voluntarios foram genotipados para os cinco SNPs selecionados.
Foram calculadas a frequéncia alélica e genotipica e os SNPs foram testados quanto
ao Equilibrio de Hardy Weinberg; todos demostraram estar em equilibrio (Tabela 12).
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Tabela 12: Frequéncia alélica, genotipica e calculo do Equilibrio de Hardy Weinberg para os SNPs
selecionados.

Variante Frequéncia Equilibrio de Hardy Dados faltantes
n(%) Weinberg n(%)
C/C 108(0,37)
ABCB1 3435C>T CIT 132(0,45)
C (0,60)
GIG 122(0,42)
CYP2B6516G>T  GIT 110(0,38)
(rs3745274) TIT 34(0,12) 02701 25(0,09)
G (0,67)
G/G 208(0,72)
TNFa -308G>A G/A 69(0,24)
(rs1800629) AA 3(0,01) 0,4389 11(0.,04)
G (0,87)
GIG 252(0,87)
TNFa -238 G>A G/A 26(0,09)
(rs361525) AA 2(0,006) 0,1783 11(0,04)
G (0,95)

n(%); n, number of individuals.

4.2.4 Estatisticas univariadas para analisar a contribui¢c&o de variaveis clinicas
e epidemiolégicas sobre a dindmica dos linfécitos T-CD4* ao longo do

tempo de tratamento.

Variaveis clinicas e epidemioldgicas foram avaliadas individualmente utilizando
um modelo linear de efeito aleatério (Tabela 13). O tempo de tratamento apresenta
um efeito positivo no valor médio de CD4* esperado. Para cada um ano de tratamento
observou-se um acréscimo de, aproximadamente, 33 células/mm?3 na média de CD4".
A respeito da influéncia da carga viral sobre a contagem de CD4* ao longo do tempo
observou-se que o acréscimo de 10.000 cépias levou a diminuicdo em média,
aproximadamente, 300 células/mm3de CD4*. E importante notar que o modelo para
carga viral foi ajustado na escala logaritmica (logio) e por isso sua interpretacdo em

namero de cépias nao € linear.
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Tabela 13: Analise univariada por modelo linear de efeito aleat6rio para a contribuicdo de variaveis
clinicas e epidemiolégicas sobre a dinamica de linfocitos T-CD4* (células/mms3) ao longo do tempo de
tratamento.

Variavel n (%) Coeficiente Ep Coef GL t p
Sexo Feminino 126(0,43) 588,61 22,26 2337 26 0.0501
(n=291) Masculino 165(0,57) -58,39 2968 288 -2 '
Idade ao diagnéstico  Intercepto 653,89 48,05 2337 14 0.0032
(n=291) Idade (anos) 291(100) -2,83 1,32 288 -2
Idade ao inicio Intercepto 653,52 49,79 2337 13 0.0408
tratamento (n=291)  Idade (anos) 291(100) -2,75 1,34 288 -2
Amarela 3(0,01) 604,97 144,60 1833 4
Ancestralidade Branco 60(0,21) -13,76 148,31 217 0
autodeclarada Indigena 3(0,01) 1,13 203,73 217 0 0.944
(n=222) Negro 35(0,12) -47,32 150,70 217 0
Pardo 122(0,42) -4345 14642 217 0
Carga viral, copias/mL Intercepto 698,13 17,66 2336 40 _4 001
(n=291) Carga viral logio  291(100) -75,00 5,28 2336 -14 '
Tempo de tratamento  Intercepto 465,55 15,73 2336 30 _4 5001
(n=291) Tempo (dias) 291(100) 0,09 0,00 2336 20 '
Inibidor de Protease ~ N&o 1398 535,96 1539 2330 35 4001
(n=291) Sim 555 84,90 14,89 2330 6
TDF+3TC+EFZ N&o 1501 539,20 15,83 2330 34 0.004
(n=291) Sim 452 52,74 18,12 2330 3
Tenofovir Né&o 1174 495,52 17,15 2330 29 <0.0001
(n=291) Sim 779 103,48 14,09 2330 7
Efavirenz Né&o 759 607,68 17,20 2330 35 <0.0001
(n=291) Sim 1194 -92,35 14,76 2330 -6

- n, nimero de individuos; Ep, erro padrao; GL, graus de liberdade
- p<0,2 considerado limite de corte para a andlise multivariada

A Figura 22 ilustra (A) a dinamica de CD4" ao longo do tempo de tratamento,
com um incremento de CD4* mais rapido no primeiro ano e um platdé por volta do
guarto ano de tratamento. Os niveis médios de CD4* foram maiores entre as mulheres
comparado com os homens. O uso de (C) TDF+3TC+EFZ, (D) Inibidores de Protease
e (E) Tenofovir foram associados a um aumento significativo na média de CD4* ao

longo do tempo; enquanto o uso do (F) Efavirenz foi associado a uma queda.
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Figura 22: Andlise da contribui¢cdo de varidveis clinicas e epidemioldgicas sobre a contagem média de
linfécitos T-CD4* (células/mm3) ao longo de até 3.651 dias de tratamento. (A) Dinamica de CD4* ao
longo do tempo de tratamento (n=291). A contagem média de CD4* foi agrupada por (B) Sexo (Homens
n=165/Mulheres n=126); uso de (C) TDF+3TC+EFZ (Com n=101/Sem n=190); (D) Inibidores de
Protease (Com n=74/Sem n=217); (E) Tenofovir (Com n=206/Sem n=85) e (F) Efavirenz (Com
n=202/Sem n=89). Os valores de CD4* no tempo zero correspondem as contagens basais de CD4*.
As linhas azuis e vermelhas sédo as médias estimadas da contagem de CD4* para cada fator e a regiao

cinza é o intervalo de confianga de 95%.
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4.2.5 Estatisticas univariadas para analisar a contribuicdo de variaveis
genéticas sobre a dindmica dos linfécitos T-CD4* ao longo do tempo de

tfratamento.

Com o intuito de observar qual estrutura genotipica melhor explicaria a
dindmica de CD4* ao longo do tempo de tratamento foram propostos os modelos
dominancia, recessividade, codominancia, heterosigozidade e de efeito aditivo para
cada SNP investigado. Como apresentado da Tabela 14, nenhum dos modelos
criados para os quatro SNPs investigados exerceu influéncia significativa sobre o
fendtipo em questdo. Com base nos critérios preestabelecidos, o modelo de
dominancia do alelo G do SNP CYP2B6 516G>T foi elegivel para a estatistica
multivariada pois apresentou valor de p <0,2.

Tabela 14: Andlise univariada por modelo linear de efeito aleatério para a contribuicdo de variaveis
genéticas sobre a dinamica de linfocitos T-CD4* (células/mms3) ao longo do tempo de tratamento. Foram
analisados 0s modelos genotipicos criados (dominancia, recessividade, codominancia,
heterosigozidade e de efeito aditivo) para os SNPs selecionados.

Variante Modelo Grupo  Coeficiente Ep Coef GL t p
C/IC+CIT 554,19 16,40 2325 33,79 0,9048
Dominante C TIT 4,79 39,98 285 0,12
CIT+TIT 547,93 18,80 2325 29,14 0.5251
Recessivo C C/C 19,23 31,00 285 0,62
c/C 567,16 24,69 2325 22,97
Sﬁ%‘; cT 2324 3306 284 -070  0,7756
(rs1045642) Codominante TIT -8,17 44,07 284 -0,19
CIC+TIT 564,59 20,42 2325 27,65 0.4928
Heterose CIT -20,67 29,98 285 -0,69
2 567,16 24,69 2325 22,97
1 -23,24 33,06 284 -0,70 0,7756
Modelo aditvo C 0 -8,17 44,07 284 -0,19
GIG + GIT 544,24 16,58 2187 32,82 0,1884
Dominante G TIT 62,13 47,11 263 1,32
G/IT+TIT 554,54 21,25 2187 26,10 0.8572
Recessivo G G/G -5,63 31,23 263 -0,18
G/G 548,91 22,85 2187 24,02
Crrone GIT 993 3328 262 -030  0,4033
(rs3745274) Codominante TIT 57,45 49,73 262 1,16
GIG+TIT 561,04 20,30 2187 27,63 0.4858
Heterose GIT -22,05 31,59 263 -0,70
2 548,91 22,85 2187 24,02
1 -9,93 33,28 262 -0,30 0,4033

Modelo aditivo G 0 57,45 49,73 262 1,16
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GIG + G/IA 553,35 14,96 2274 36,98 0.2885
Dominante G A/A -151,23 142,21 277 -1,06
G/IA+ AJA 534,71 29,58 2274 18,08 0.5074
Recessivo G G/G 22,72 34,24 277 0,66
TNFa G/IG 557,44 17,25 2274 32,32
-308G>A G/A -16,67 34,82 276 -0,48 0,5082
(rs1800629) Codominante A/A -155,33 142,67 276 -1,09
GIG + A/IA 555,17 17,12 2274 32,42 0.6790
Heterose G/A -14,40 34,77 277 -0,41
2 557,44 17,25 2274 32,32
1 -16,67 34,82 276 -0,48 0,5082
Modelo aditivo G 0 -155,33 142,67 276 -1,09
G/G + G/A 556,24 15,14 2253 36,73 07567
Dominante G A/A 58,05 187,17 277 0,31
G/IA+ AJA 569,56 48,59 2253 11,72 0,796
Recessivo G G/G -14,32 51,12 277 -0,28
TNFa G/IG 555,24 15,91 2253 34,91
238 GSA G/IA 11,06 52,86 276 0,21 0,9986
(rs361525) .Codominante A/A 59,03 187,52 276 0,31
G/G + A/A 555,67 15,83 2253 35,11 0,9592
Heterose G/A 10,64 52,76 277 0,20
2 555,24 15,91 2253 3491
1 11,06 52,86 276 0,21 0,9986
Modelo aditivo G 0 59,03 187,52 276 0,31

- n, numero de individuos; Ep, erro padrdo; GL, graus de liberdade

- p<0,2 considerado limite de corte para a andlise multivariada
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Abaixo, os graficos para cada modelo genotipico proposto para cada SNP.

A dindmica de CD4* nao foi diferente entre 0os gendtipos ou grupos genotipicos
para cada um dos modelos: (A) codominéncia, (B) dominancia do alelo C e (C)
recessividade do alelo C, do SNP ABCB1 3435C>T (rs1045642) (Figura 23).
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Figura 23: Analise da contribuicdo dos diferentes modelos genotipicos para 0 SNP ABCB1 3435C>T,
sobre a contagem média de linfécitos T-CD4* (células/mm3) ao longo de até 3.651 dias de tratamento.
Os pacientes foram agrupados pela variante assumindo (A) Codominancia (CC n=108, CT n=132, TT
n=48); (B) Dominéncia do alelo C (CC+CT n=240, TT n=48) e (C) Recessividade do alelo C (CC n=108,
CT+TT n=180). Os valores de CD4* no tempo zero correspondem as contagens basais de CD4*. As
linhas azuis, vermelhas e roxa sdo as médias estimadas da contagem de CD4* para cada fator e a
regido cinza é o intervalo de confianca de 95%.
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A dinamica de CD4* nao foi diferente entre os gendtipos ou grupos genotipicos
para cada um dos modelos: (A) codominancia, (B) dominancia do alelo G e (C)
recessividade do alelo G, do SNP CYP2B6 516G>T (rs3745274) (Figura 24).
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Figura 24: Andlise da contribuicdo dos diferentes modelos genotipicos para o SNP CYP2B6 516G>T,
sobre a contagem média de linfécitos T-CD4* (células/mm3) ao longo de até 3.651 dias de tratamento.
Os pacientes foram agrupados pela variante assumindo (A) Codominancia (GG n=122, GT n=110, TT
n=34); (B) Dominancia do alelo C (GG+GT n=232, TT n=34) e (C) Recessividade do alelo C (GG n=122,
GT+TT n=144). Os valores de CD4* no tempo zero correspondem as contagens basais de CD4*. As
linhas azuis, vermelhas e roxa sdo as médias estimadas da contagem de CD4* para cada fator e a
regido cinza é o intervalo de confianca de 95%.
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A dinamica de CD4* nao foi diferente entre os gendtipos ou grupos genotipicos
para cada um dos modelos: (A) codominancia, (B) dominancia do alelo G e (C)
recessividade do alelo G, do SNP TNF-a -308G>A (rs1800629) (Figura 25).
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Figura 25: Analise da contribuicdo dos diferentes modelos genotipicos para o SNP TNFa -308G>A,
sobre a contagem média de linfécitos T-CD4* (células/mm3) ao longo de até 3.651 dias de tratamento.
Os pacientes foram agrupados pela variante assumindo (A) Codominancia (GG n=209, GA n=68, AA
n=3); (B) Dominancia do alelo C (GG+GA n=277, AA n=3) e (C) Recessividade do alelo C (GG n=209,
GA+AA n=71). Os valores de CD4* no tempo zero correspondem as contagens basais de CD4*. As

linhas azuis, vermelhas e roxa sdo as médias estimadas da contagem de CD4+ para cada fator e a
regido cinza é o intervalo de confianca de 95%.
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A dinamica de CD4* nao foi diferente entre os gendtipos ou grupos genotipicos
para cada um dos modelos: (A) codominancia, (B) dominancia do alelo G e (C)
recessividade do alelo G, do SNP TNF-a -238G>A (rs361525). Nota-se que o intervalo

de confianca do gendtipo AA néo foi estimado porque sé havia um individuo (Figura
26).
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Figura 26: Analise da contribuicdo dos diferentes modelos genotipicos para o SNP TNFa -238G>A,
sobre a contagem média de linfécitos T-CD4* (células/mms3) ao longo de até 3.651 dias de tratamento.
Os pacientes foram agrupados pela variante assumindo (A) Codominancia (GG n=252, GA n=26, AA
n=2); (B) Dominancia do alelo C (GG+GA n=278, AA n=2) e (C) Recessividade do alelo C (GG n=252,
GA+AA n=28). Os valores de CD4* no tempo zero correspondem as contagens basais de CD4*. As
linhas azuis, vermelhas e roxa sdo as médias estimadas da contagem de CD4+ para cada fator e a
regido cinza é o intervalo de confianca de 95%.

4.2.6 Analise estatistica multivariada

Apos as andlises acima, implementou-se um modelo linear de efeito aleatorio,
inicialmente incluindo as variaveis sexo, tempo de tratamento, idade ao diagndstico,
idade ao inicio tratamento, carga viral (logio), TDF+3TC+EFZ; esquemas incluindo
tenofovir, esquemas incluindo efavirenz e CYP2B6-rs3745274. Embora associada ao
fendtipo na univariada, a variavel inibidor de protease foi administrativamente excluida

da analise multivariada. Assim, optou-se por manter a variavel Efavirez, uma vez que



69

ambas néo puderam permanecer no mesmo modelo por serem, ha amostra estudada,
praticamente excludentes, ocasionando em erro. O resultado desse modelo encontra-
se na Tabela 15, no qual apenas as variaveis listadas foram significativamente

associadas ao processo de recuperacao imune (p < 0,05).

Tabela 15: Analise multivariada por modelo linear de efeito aleat6rio para a contribuicdo de variaveis
clinicas e epidemiol6gicas sobre a dindmica de CD4* ao longo do tempo de tratamento.

Variavel Coeficiente Ep Coef GL t p
Intercepto 726,84 49,59 2328 14,66 <0,001
Tempo de tratamento (dias) 0,08 0,00 2328 17,21  <0,001
Idade ao diagndstico (anos) -3,19 1,30 288 -2,46 0,0145
Carga viral log10 (c6pias/mL) -57,17 5,06 2328 -11,30 <0,001
Efavirenz -51,59 13,72 2328 -3,76 0,0002

- n, nimero de individuos; Ep, erro padrao; GL, graus de liberdade

Com o intuito de propor um modelo que incluisse somente variaveis presentes
no momento da admissao do paciente, foi gerado um novo modelo sem as variaveis
gue séo sabidamente influenciadoras do desfecho, que séo a carga viral e o tempo de

tratamento (Tabela 16).

Tabela 16: Analise multivariada por modelo linear de efeito aleatério para a contribuigdo de variaveis
clinicas e epidemiolégicas sobre a dinamica de CD4* ao longo do tempo de tratamento. Nesse modelo,
as variaveis Tempo de tratamento e Carga viral foram excluidas.

Variavel Coeficiente  Ep Coef GL t p
Intercepto 594,40 25,74 2328 23,09 <0,001
Homens -70,34 30,48 288 -2,31 0,0217
TDF+3TC+EFZ 57,52 26,89 2328 2,14 0,0325
Tenofovir 69,21 19,26 2328 3,59 0,0003
Efavirenz -102,40 18,29 2328 -5,60 <0,001

- n, nimero de individuos; Ep, erro padréo; GL, graus de liberdade

Os resultados desse estudo de associacdo encontram-se submetidos em um
artigo intitulado “Genetic and non-genetic predictors of immune recovery in HIV/AIDS
patients under HAART: a naturalistic pharmacogenetic study in Barreiras, Brazil”, no

International Journal of Infectious Diseases (Apéndice 5).
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5. DISCUSSAO

O manejo clinico de pacientes infectados pelo HIV tem sido alvo de muitos
estudos de associacdo genética dada a grande variabilidade interindividual na
resposta a HAART e do potencial papel atribuido a fatores genéticos. Essa potencial
contribuicdo de marcadores genéticos na resposta a HAART foi investigada nesse
trabalho por meio de uma revisdo sistemética com metanalise e, em seguida, por meio

de um estudo primario.

Por meio da reviséo sistematica, observou-se que grande parcela da energia foi
canalizada na busca por biomarcadores com capacidade preditiva para fenétipos
relacionados a efeitos adversos. E provavel que essa prevaléncia seja devido ao
grande numero de registros de efeitos adversos, alguns graves, e o impacto deles na
salde publica. Observou-se que, aproximadamente, 25 familias de genes foram
investigadas e que os SNPs mais comuns foram aqueles em genes relacionados as
vias da farmacocinética de antirretrovirais. Isso € justificavel pelo fato de a maior parte
dos efeitos adversos ocorrerem devido ao aumento da biodisponibilidade dos
medicamentos. Notou-se que a area ainda tem se preocupado com os efeitos
adversos induzidos pelo efavirenz, em especial no sistema nervoso central, com
varios estudos publicados desde 2002 e alguns mais recentes, em 2018. Também foi
observado que uma atencdo foi dada para os efeitos adversos induzidos pela

nevirapina, entretanto, os esforcos se estenderam até 2015.

No tocante a representatividade das diversas ancestralidades, nessa revisao foi
observado um predominio de africanos, europeus e asiaticos. E importante ressaltar
gue essa avaliacdo foi muito dificil e dados precisos de propor¢cdo ndo é possivel
devido a heterogeneidade nas descricbes de ancestralidade. A titulo de exemplo, a
populacdo africana foi descrita em alguns casos como “black” e em outros como
“africans”. Além disso, é importante destacar que existe o viés da autodeclaracéo, e
como a ancestralidade pode exercer um grande impacto em muitos estudos de
associacdo genética, esse aspecto deveria ser tratado com mais rigor. A respeito
dessa grande representatividade da populacéo africana, acredita-se que isso se deve
a historica prevaléncia da infecgéo pelo HIV. Entretanto, quanto a proporg¢ao na qual

as populacdes europeias e asiaticas estao representadas nesses estudos, € provavel
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que reflita a realidade dos estudos de GWAS (genome-wide association study), nos
quais ha um forte predominio da populacdo europeia sendo investigada e uma
tendéncia crescente de estudos em asiaticos, em detrimento das demais
populacdes?®?. Diversas populagées, inclusive a brasileira, estdo sub-representadas e
€ possivel que isso reflita o impacto do viés da logistica, o qual acontece pelo fato de
a maioria dos estudos investigarem amostras alocadas onde o estudo esta sendo
conduzido?®?, Isto € um agravante, especialmente no Brasil, onde a falta de condicdes
favoraveis para o desenvolvimento de pesquisas, que vao desde poucos recursos até
a falta de pessoal, impacta na quantidade de estudos realizados aqui e, portanto, na

falta de representatividade da populacéo brasileira no contexto global.

Um aspecto que chamou atencgéo foi o fato de muitos estudos terem utilizados
amostras pequenas, um fator importante que pode impactar na capacidade de um
estudo em detectar associacdes devido ao baixo poder estatistico. As metanalises
consistem numa possivel solucdo para esses problemas, por isso, este trabalho usou
essa ferramenta para analisar, em conjunto, os resultados dos diferentes estudos
agrupados para os fendtipos encontrados, quando possivel. Quando realizadas de
maneira adequada, as metanalises sdo capazes de estabelecer conclusdes mais
precisas e confidveis. Possibilitam até mesmo identificar associa¢fes verdadeiras em
meio a um volume enorme de trabalhos cujos resultados, frequentemente, revelam
efeitos alélicos pequenos, ou mesmo em meio a varios trabalhos com resultados

discrepantes.

Contudo, é importante reportar as dificuldades encontradas durante a execuc¢ao
dessa revisao sistematica com metanalise. As principais foram a falta de padronizacéo
na definicdo do fendtipo, a qual dificultou o agrupamento dos estudos com base no
fendtipo avaliado; e o registro inadequado dos resultados, que impossibilitou a
extracdo dos dados de diversos estudos. Tais dificuldades limitaram a incluséo de
varios estudos na metanalise, inclusive impediram que alguns registros de associacéo
presentes na revisdo sistematica fossem inclusos. Vieses como esses podem
impactar diretamente na qualidade de uma metandlise, pois este é reflexo da
qualidade de seus estudos primarios?33. A andlise desses obstaculos, inclusive de
outros que serao discutidos a seguir, pode justificar o fato de algumas associacdes
nao terem sido observadas e auxilia na explicacdo de inconsisténcias entre 0s

desfechos de alguns estudos. Diante disso, dentre todos os fenotipos presentes nessa
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revisdo, a metanalise foi realizada para: (1) reacdo de hipersensibilidade ao abacavir;
(2) efeitos adversos no sistema nervoso central ao efavirenz; (3) disfuncao tubular

renal induzida pelo tenofovir; (4) reacdo de hipersensibilidade a nevirapina e (5)

hiperbilirrubinemia induzida pelo atazanauvir.

A metanalise para a reacdo de hipersensibilidade ao abacavir corroborou o que
ja estava bem estabelecido na literatura a respeito da associa¢éo entre a presenca do
alelo HLA-B*5701 e o aumento na chance de manifestar a reacéo. E interessante
reforcar que o primeiro estudo retrospectivo registrou que a presenca do alelo HLA-
B*5701 estava associada a um aumento de, aproximadamente, 142 vezes na chance
de expressar o fen6tipo®3. Este achado demandou estudos de replicagdo em outras
etnias, e 0 consenso obtido em 2007 levou a recomendacao para a triagem do alelo
HLA-B*5701 em todos os pacientes elegiveis para o abacavir*®. Este teste &,
atualmente, um dos melhores exemplos da integracdo da farmacogenética na pratica

clinica234,

As metanalises para a disfuncdo tubular renal induzida pelo tenofovir indicaram
gue o SNP ABCC4 rs1751034 esta associado a um aumento na chance de manifestar
o fenotipo, concordando com outros estudos que sugerem que variantes no gene
ABCC4 (localizado no cromossomo 13g32.1; OMIM 605250), também estejam
associadas'®®?3, Esse gene codifica para proteinas transportadoras responsaveis
pelo efluxo de tenofovir a partir das células tubulares proximais, e a hipétese € que 0s
polimorfismos diminuem a atividade desses transportadores, levando ao acumulo de
tenofovir no interior das células e, portanto, a toxicidade®®. A literatura também
registra associacées entre as variantes rs2273697%2 e rs7176205387 no gene ABCC2
(localizado no cromossomo 10g24.2; OMIM 601107); a variante rs2273697 estava
presente em 77% dos individuos que expressavam esse fenétipo, contra apenas 35%
do grupo controle (O.R.= 6,11; I.C.= 1,20 - 31,15)'%2, Contudo, tais proposicées ndo

encontram respaldo neste trabalho.

Na atual metandlise foi confirmada a associacdo entre o SNP CYP2B6
rs3745274 e os efeitos adversos no sistema nervoso central provocados pelo uso de
efavirenz, reforcando a recente publicacdo do Clinical Pharmacogenetic
Implementation Consortium® que recomenda o uso de efavirenz baseado na

genotipagem do alelo. Observou-se associagao entre o genotipo TT e efeitos adversos
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no sistema nervoso central. O fato do genoétipo TT estar associado a reducao da
expressdo de CYP2B6 quando comparado com GG e GT®? pode justificar esse

achado, ao resultar em altas concentracdes plasmaticas do efavirenz*.

A andlise em conjunto de estudos que investigaram a associagao entre os alelos
HLA-Cw*0401%3-95200 e HLA-DRB*01%495°7.18% e a reacédo de hipersensibilidade a
nevirapina, consistiu em uma evidéncia de associagao entre esses alelos e uma maior
chance de expressar o fendtipo. Os desfechos dos estudos incluidos foram
consistentemente reproduzidos, e, inclusive, contemplando diversas populacées.
Além disso, é importante ressaltar que no estudo conduzido por Vitezica e cols.'®, o
alelo HLA-DRB*01 esteve associado a um aumento de 69 vezes na chance de
expressar esse fendtipo. Sugere-se que a nevirapina desencadeia uma resposta
imune mediada por células CD8* e CD4* na presenca de alelos de classe | e Il do

complexo maior de histocompatibilidade, respectivamente?3®,

Quanto a hiperbilirrubinemia induzida pelo atazanavir a metanalise indicou
associacao com o alelo UGT1A1*28, desfecho consistentemente presente em todos
0s estudos incluidos02104.212214.216 m estudo encontrou que entre os pacientes que
usavam atazanavir e apresentaram hiperbilirrubinemia grave, 80% eram homozigotos
para o alelo *28 e 18% homozigotos para o selvagem (p=0.01)12, E importante
considerar que, embora ndo seja prejudicial a saude, a hiperbilurribinemia pode levar

a descontinuacéo da droga devido a ictericial®.

No geral, a despeito do grande namero de polimorfismos investigados nos
ultimos anos, de tantos fenétipos de interesse clinico e do sucesso alcancado por meio
dos estudos de associacdo para a reacao de hipersensibilidade ao abacavir, nao
foram encontrados outros indicios na literatura indicando a implementacao na pratica
clinica de algum outro teste farmacogenético, a excegdo da recente recomendagéo
para a prescricdo de efavirenz com base em gendétipos CYP2B628°. Um aspecto que
potencialmente contribui para isso € a grande heterogeneidade entre os estudos na
definicdo dos fenétipos analisados. A falta de critérios especificos e padronizados para
a definicdo de um fendtipo gera um impacto negativo a medida que dificulta a analise
em conjunto dos diversos estudos, relativos a um mesmo fenétipo. Além disso, a

designacéao correta de um fendétipo é imprescindivel para que todos 0s pressupostos
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e métodos envolvidos em um estudo de associacdo genética conduzam a concluséo

correta.

Outro aspecto que, possivelmente, contribui para a auséncia de uma eventual
integracdo com a pratica médica para determinados fendtipos seja a falta de
reprodutibilidade do desenho do estudo. Além disso, ao contrario da metanalise para
a reacao de hipersensibilidade ao abacavir, na vasta maioria dos fenétipos analisados
constatou-se uma baixa representatividade para as diversas populagbes. A
representacdo mais abrangente das populaces nos estudos de associacdo genética
€ crucial para avaliar a relevancia mais ampla de um achado, uma vez que €é possivel
que inUmeras associacdes em uma populacdo bem representada sejam replicadas
em outros grupos?3223’, Ou seja, com a baixa representatividade perde-se a

oportunidade de contemplar outras populacfes e de descobrir novas associagoes.

Para promover avangos genuinos e a eventual integracdo com a pratica médica
e a saude publica, € crucial que o conjunto de evidéncias sobre as associacdes
genéticas faca sentido?®®. Com isso, é obvio que as inconsisténcias entre 0s
desfechos de estudos, evidentes em algumas metandlises desse estudo, também
sejam um dos entraves para esse avanco. Um dos fatores que podem explicar isso €
a ancestralidade. No caso da hipersensibilidade ao abacavir, onde houve consenso
entre os desfechos de todos os estudos envolvidos, € notério que a ancestralidade
nao impacta no efeito do alelo. Mas € possivel que alguns estudos de replicacéo
resultem em desfechos diferentes se a populacédo estudada for diferente do estudo
original. Isso pode ocorrer quando o polimorfismo testado esta em desequilibrio de
ligacdo com a variante causal. O desequilibrio de ligacdo € uma associacdo néo
aleatéria entre alelos, e esta ligacdo pode produzir uma associagao significativa entre
o marcador e um determinado fenétipo. E, uma vez que os padrdes de desequilibrio
de ligacado variam entre populacdes diferentes, estas podem apresentar variabilidade
na frequéncia alélica entre si e, assim, a associacado pode ser verdadeira somente
para alguns grupos populacionais?3®®. Deste modo, a existéncia de desequilibrio de
ligac@o pode explicar as inconsisténcias encontradas entre estudos primarios. Embora
essa explicacdo seja plausivel, € preciso ressaltar que certas discrepancias podem
nao ser decorrentes de um efeito especifico de populagéo e sim falsos positivos ou

falsos negativos, o que causa um grande desconforto.
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Nesse sentido, € importante frisar que nos estudos de associacdo genética a
estrutura genética das populacdes pode também ser um fator confundidor?3,
Observou-se, em alguns estudos, uma falta de critérios quanto a descricdo das
populacdes estudadas a respeito de suas ancestralidades, inclusive foram
encontrados estudos que hem ao menos descreveram a ancestralidade da populacao.
Isso é alarmante, em especial nos estudos do tipo caso e controle, pois, se 0s
individuos do grupo caso pertencerem a uma populacao diferente da amostrada no
grupo controle, pode acontecer a estratificacdo populacional. Neste caso, a frequéncia
do alelo estudado seréa diferente entre o grupo caso e controle ndo devido a influéncia
do fendtipo, mas sim devido ao efeito da populagdo. E, se a variante estiver
representada em maior ou menor quantidade no grupo caso, a estimacao do tamanho
de efeito sera comprometida, levando ao aumento de falsos positivos; ou seja, sera
observada associacdo quando de fato ela pode ndo existir?®*®. Como os estudos de
associacdo, geralmente, abordam efeitos moderados ou pequenos, um Viés
decorrente da estratificacdo populacional é importante?®® e isso pode refletir na

literatura contraditoria para muitos estudos de associacdo gene-doenca.

Finalmente, outro aspecto observado e relevante para o contexto acima foi a
respeito do tamanho das amostras empregadas nos estudos. Alguns estudos
analisados utilizaram amostras pequenas e isso pode representar um fator
confundidor, podendo levar a perda de poder para detectar uma associacao
verdadeira em estudos de replicacdo. O impacto disso pode ser ainda maior, e até
mesmo um fator limitante, ao considerar que alguns alelos sao raros em determinadas
populacdes e que o percentual de contribuicdo da maioria dos genes que Ssao
associados a um fenotipo complexo é frequentemente baixo. Sendo assim, detectar
esse tipo de associacdo requer uma amostra grande?3®, caso contrario, inclusive
estudos de replicacdo, podem ter desfechos divergentes e equivocados, como falsos

negativos.

Diante do exposto, a expectativa é que as evidéncias encontradas nesse estudo
secundario contribuam com o conhecimento acerca dos mecanismos genéticos
envolvidos na resposta a HAART e com o progresso da medicina de preciséo aplicada
ao tratamento da infeccéo pelo HIV. Mas a area da farmacogenética de antirretrovirais
e a presente metanalise canalizaram seus esforcos para fendtipos relacionados a

efeitos adversos. Embora relevantes, € importante ressaltar que o sucesso da HAART
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também é frequentemente comprometido pela sua incapacidade de reverter por
completo a imunossupresséo, fator determinante na susceptibilidade dos pacientes a
AIDS; e que poucos estudos de associagdo genética se dedicaram a essa tematica.
Por isso, diante da relevancia dessa tematica, nesse trabalho o estudo primario se
dedicou a analise da dinamica temporal da contagem de CD4* em pacientes que
fazem uso de antirretrovirais, com o0 intuito de compreender o processo de

recuperacéo imune e fatores relacionados.

Inicialmente, no que tange a analise do perfil clinico dos pacientes envolvidos
nesse estudo, € importante destacar que, no ambito da imunologia da infeccéo pelo
HIV, é notéria a falta de consenso no que diz respeito aos critérios para definir a
recuperacdo imune ideal ou a falha imunolégica. Os percentuais de pacientes com
falha imunoldgica ou cujo sistema imune se recuperou apés a HAART relatados na
literatura também variam substancialmente entre os estudos®%196-198  Essas
discrepancias podem ser explicadas pelos diferentes critérios utilizados na definicdo
do fenotipo, especialmente aqueles relacionados aos pontos de corte de valores de
CD4* e o intervalo de tempo utilizado para estabelecer esta resposta. Por isso, houve
cautela em confrontar os achados desse estudo com os da literatura. Além disso, essa
falta de padronizacdo desses critérios e o desentendimento entre os estudos na
definicdo do fendtipo contribuiram fortemente para que nao fosse conduzido um
estudo do tipo caso-controle, dicotomizando, por exemplo, a amostra em
respondedores e ndo respondedores imunoldgicos.

Este estudo contou com uma amostra de 291 individuos infectados pelo HIV,
sendo 57% homens e 43% mulheres, com uma média de 6 anos de tratamento. No
inicio do estudo, a maioria dos pacientes fazia uso de efavirenz, o qual era parte do
esquema de primeira linha e norteou a escolha de alguns SNPs. Entretanto, em 2017,
essa droga foi substituida pelo dolutegravir, mas, ainda assim, muitos pacientes
permaneceram usando o efavirenz. Embora introduzido ao esquema de primeira linha
desde 2017, constatou-se que a literatura apresenta poucos estudos de associacao
farmacogenética com o dolutegravir.

Com base nos valores do primeiro exame disponivel (ao diagnostico), realizou-
se um levantamento da propor¢ao de pacientes que se apresentou aos cuidados com
a contagem de CD4* inferior a 200 e 350 célulass/mm3. Constatamos que,

aproximadamente, 53 e 34% dos pacientes se enquadram no perfil de apresentadores
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tardios (CD4* <350 células/mm?) e apresentadores com doenca avancada do HIV
(CD4* <200 células/mm?3), respectivamente, classificados conforme as definicbes
propostas pelo “European Later Presenter Consensus Working group”°. Esses
resultados foram similares a outros estudos conduzidos no Brasil?*!, na Europal4? e
em outros paisesi?®242-244 onde mais de 50% de todas as PVHA séo diagnosticadas
tardiamente apds a infeccdo. Uma analise global que incluiu quase 1 milhdo de PVHA
encontrou que a média de CD4* antes da HAART estava abaixo de 350 células/mm?
245 No ranking das Unidades federativas do Brasil, 100% apresentaram a média de
CD4* ao diagnéstico, nos Ultimos cinco anos, abaixo de 300 células/mm?3 °. Com
relacdo a carga viral, foi constatado que 59% da populacéo estudada se apresentou
ao ambulatorio com valores acima de 10.000 copias/mL, o qual indica um alto
potencial para transmissao do HIV.

Observar e considerar a proporcdo de PVHA gue se apresentam tardiamente é
valido, uma vez que a magnitude da recuperacdo de CD4* estd vinculada a sua
contagem no inicio da TARV41:59.62,107.113.246 @ permite identificar pessoas que exigirdo
um acompanhamento mais proximo devido a maior susceptibilidade a falha
imunologica, com o desenvolvimento de infeccbes oportunistas e comorbidades nao
relacionadas a AIDS1%4240.247_ Por isso, o Department of Health and Human Services
Guidelines recomenda o inicio imediato da HAART apds o diagndstico, ao considerar
gue o adiamento da terapia até o declinio da contagem de CD4* coloca os pacientes
em risco dessas condicdes supracitadas*®. Diante disso, considera-se 0s registros
acima mencionados e as taxas encontradas nesse estudo significativamente
elevados, sobretudo no Brasil, onde um programa bem estabelecido e reconhecido de
saude publica para HIV/AIDS existe ha mais de 30 anos.

O tempo médio que os pacientes desse estudo estiveram sob tratamento até o
final da coleta de dados foi de, aproximadamente, 6 anos e 0s achados laboratoriais
expressam que a maioria deles obteve boa evolugéo clinica. A média da contagem de
CD4* passou de 289 para 640 células/mm?3 (uma variacdo média de +351 células/mm?
da basal para a ultima contagem), com 67% dos pacientes alcangando um valor maior
que 500 células/mm3. O numero de pacientes com carga viral indetectavel (<40
copias/ml) passou de 0,7 para 88% apos esse periodo. Esse desfecho foi melhor do
que o registrado por outro estudo conduzido no Brasil, no qual a média de CD4*

durante a HAART foi de 485 células/mm?3 248, S30 achados relevantes, uma vez que
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alcancar a contagem de CD4* acima de 500 células/mm? possibilita a PVHA alcancar
as mesmas taxas de mortalidade que a populacéo em geral®724%-251, Por essa razéo,
de acordo com as recentes diretrizes do Departamento de Saude e Servicos
Humanos, um dos objetivos da terapia é aumentar a contagem de células CD4* para
valores acima de 500 células/mm? 48, Porém, observou-se que uma parcela
significativa de individuos claramente ndo alcangou esse objetivo.

Apesar de submetidos a, aproximadamente, 6 anos de tratamento, ao final desse
periodo foi observado que uma propor¢cao de 33% entre todos 0s pacientes estava
com a CD4* abaixo de 500 células/mm?3. Embora menos expressivo, esse resultado
corrobora analises prospectiva®? e retrospectival® na Africa, as quais relataram que
limiares de contagem de células CD4* superiores a 500 células/mm?3 ndo foram
atingidos por 57 e 63% dos pacientes, respectivamente, apds aproximadamente 6
anos de terapia. Ao explorar a relacdo entre a contagem basal de CD4* e magnitude
da recuperacdo imune, esse estudo observou-se que entre os individuos cujas CD4*
basais eram <200, 350 e 500 células/mm?3, 58, 45 e 38%, respectivamente, niao
recuperaram valores acima de 500 células/mm?3. Esse resultado é coerente com outros
estudos, nos quais individuos que iniciaram a HAART com a CD4* <350 e <500%46
células/mm?® n&o atingiram a contagem de 500 células/mm?® apdés anos de
tratamento®9.61.252,

Diante do exposto, é valido considerar que as estratégias mais eficazes para
reduzir tanto a transmissdo do virus quanto o risco de morbidade/mortalidade séo
diagnosticar e tratar todas as PVHA o mais rapido possivel apds a soroconversao*-253,
Entretanto, apesar dos avancos no tratamento e das politicas publicas, os dados
supracitados e o fato de que ainda milh6es de PVHA néo estdo diagnosticadas ou
tratadas®, sdo indicativos do impacto subétimo das atividades de implementacéo de
tais estratégias. Somados ao fato de que 1/3 da populacdo desse ambulatério vivia
com uma condicdo em que sua expectativa de vida estava diminuida no momento da
coleta, sdo também indicativos de que o acompanhamento de PVHA né&o é trivial.
Como néo hé intervencdes comprovadas para melhorar a recuperacéo de CD4* em
pacientes sob HAART ja supressiva*®, os esforcos deveriam focar ndo apenas no
enfrentamento da viremia, mas no inicio da HAART antes que a CD4* decline, para
que a recuperacdo imune seja possivel. E pertinente ressaltar que estudos recentes

demonstraram que pacientes que iniciaram a HAART com CD4* >500 células/mm?3
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apresentaram uma significativa reducéo do risco de morbidade e mortalidade®’-%8. Tais
beneficios ndo se restringiriam a saude do paciente, também permitiriam uma reducéo
a longo prazo dos custos relacionados a gestdo da AIDS e suas comorbidades*®2>4 e
contribuiriam para alcancar a tdo almejada meta de fim da epidemia em 2030°.

A literatura registra diversos estudos realizados para elucidar o processo de
recuperagdo imune durante a HAART; entretanto, a maioria focou sobre a variagéo
média de CD4* em um curto periodo ou até mesmo baseou-se em um Unico valor num
momento especifico do tratamento. Acredita-se que o0s critérios para 0
estabelecimento de pontos de corte no valor de CD4* possui uma relevancia
especifica para cada estudo, e que estes contribuiram com informagdes importantes
por meio dessa abordagem.

Todavia, um dos pontos fortes do presente estudo foi a opcao de explorar todas
as contagens durante todo o periodo de tratamento, uma vez que nao encontrou
justificativas para o uso de pontos de corte. Nesse sentido, propositalmente adotou-
se a abordagem de considerar todas as contagens de CD4", independentemente do
momento de supressao da carga viral, para uma melhor nocédo da magnitude de efeito
do tratamento sobre a recuperacdo dessas células. Isso porque esse processo de
recuperacao se inicia antes mesmo do paciente ficar com carga viral indetectavel.
Além disso, ao se tratar de um estudo retrospectivo, é importante também ponderar
gue os limites de deteccdo do RNA viral variam com o avanco da tecnologia e esse
estudo registrou dados de 1997 a 2017; e que ndo ha consenso na literatura sobre os
limiares de carga viral para definir a supressao viral. Assim, foi implementado o modelo
linear de efeito aleatério, no qual os marcadores laboratoriais foram tratados por meio
de uma abordagem mais completa com o intuito de retratar a realidade do ambulatério
e obter uma visdo mais ampla do processo de recuperacao imune durante a HAART
e os fatores associados.

Nossa analise da dinamica de CD4* no tempo de tratamento revelou que a taxa
de recuperacdo de CD4* foi mais rapida no primeiro ano de HAART, seguida por
aumentos graduais até atingir um patamar no quarto ano de tratamento. Nossos
resultados concordam amplamente com outros estudos®%107.:252.25 Um estudo sobre
o0 aumento anual da contagem de CD4* durante a HAART revelou que o platd ao
quarto ano de supressao acontece em todos os estratos de CD4* basal (<200, 201-

350 e 2350 células/mm?); ou seja, independentemente da CD4* basal, os valores vado
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aumentar até, aproximadamente, o quarto ano de tratamento®. Outro estudo
contabilizou que 25% dos pacientes que iniciaram o tratamento com CD4* <200
células/mms3, atingiram o platd com uma contagem menor que 500 células/mm3 107,
Estagnar a contagem ao quarto ano ndo € um problema para aqueles que ja
alcancaram valores maiores que 500 células/mm?, mas um platd precoce pode impedir
que pessoas que comecaram a terapia com a contagem <200 células/mm? alcancem
a reconstituicdo imunoldgica completa. Assim, uma vez que a média de duracéo da
HAART do presente estudo ultrapassou 6 anos, é possivel inferir que a maioria ja
alcancou o platé. Com isso, € possivel que muitos entre os 58% dos pacientes
imunossuprimidos ao inicio da terapia e que ainda nao haviam alcancado 500
células/mm? ao final do estudo, ndo serdo capazes de alcancar uma resposta imune
adequada, mesmo que a terapia efetiva dure 10 anos®%197,

Esses resultados estédo alinhados com a literatura que afirma a necessidade de
0 sistema imunoldgico estar preservado, pelo menos parcialmente, para que a
reconstituicdo imunoldgica seja eficaz. E possivel que o longo periodo de infeccdo
sem tratamento tenha promovido a exaustdo do timo!13120 impossibilitando a
reconstituicdo plena do sistema imune. Por isso, esse estudo reforca que o
diagnéstico precoce e inicio imediato da HAART sdo imprescindiveis, pois, se
alcancar valores acima de 500 células/mm? melhora a qualidade de vida e faz com
gue a taxa de mortalidade da PVHA se equipare a da populacdo em geral, essa meta
deveria ser almejada para todos os pacientes.

Esse estudo também analisou a contribuicdo da carga viral sobre a dindmica de
CD4*ao longo do tempo, uma vez que esse é um dos principais fatores associados a
deterioracéo acelerada do sistema imune em pacientes HIV em tratamento. Observou-
se que o acréscimo de 1.000 copias virais estava associado a uma diminuicao
significativa de 300 células/mm?3 na média de CD4*. Dito isso, pode-se inferir que o
sucesso alcancado com a supressao viral (88% com carga viral indetectavel)
responde, em parte, pelo processo de recuperacdo imune observado nesse estudo.
Entretanto, embora uma parcela significativa estivesse com a carga viral indetectavel
ao final da coleta de dados, vale reforcar que 33% do total apresentou uma contagem
de CD4* abaixo de 500 células/mm?3, no mesmo periodo. Esse dado é preocupante e
expressa que o virus ndo responde sozinho pela falha imunolégica, como ja bem

estabelecido na literatura. Por isso, outras variaveis também foram investigadas.
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Investigou-se a associacao entre sexo e a dinamica de CD4* ao longo do tempo.
A andlise univariada demonstrou uma tendéncia a associagéo (p=0,0501), a qual se
confirmou na andlise multivariada, na qual os homens apresentaram uma média de
CD4* significativamente menor do que a média das mulheres. Este resultado indica a
necessidade de uma atencéo especial aos pacientes homens e encontra respaldo em
outros estudos nos quais 0 sexo masculino também esteve associado com a falha
imunolégica®%62255-257  Apesar desta associacdo ainda ndo ser muito bem
compreendida, estudos propdem que fatores comportamentais, como a tendéncia do
homem atrasar sua apresentacdo para o tratamento?°8, a qual pode comprometer sua
funcdo timica?®®, podem explicar as diferencas de género. Entretanto, cabe ressaltar
que ndo ha consenso, pois outros estudos ndo corroboram essa associagao?:246:260,

A relacdo inversa entre idade e reconstituicdo imune tem sido enfatizada por
varios estudos. Levou-se em consideracdes esse quesito dado o numero crescente
de pacientes iniciando o tratamento antirretroviral em idade avangada ou atingindo
idade avancada durante o tratamento, devido ao aumento da expectativa de vida?®:.
Os resultados da estatistica univariada e do primeiro modelo da multivariada estdo em
conformidade com outros achados da literatura que observaram uma relagéo entre o
aumento da idade ao diagnéstico e o menor incremento de CD4* durante a
HAART?®9:62,109,255,257,262,263 ' Qpservou-se que o incremento de dez anos na idade ao
diagnéstico foi consistentemente identificado como fator de risco para a falha imune,
associando-se a uma queda de, aproximadamente, 32 células/mm? na média CD4* ao
longo do tratamento. Assim, a idade pode ser um preditor de um ganho reduzido de
CD4* durante a terapia, e é provavel que a funcéo diminuida do timo com o avancar
da idade possa ser, em parte, responsavel por isso#1:113.264,

Outra importante contribuicdo deste estudo é a indicacdo de uma associacao
entre a reconstituicdo imune e esquemas terapéuticos e drogas. De acordo com a
literatura, o esquema terapéutico utilizado na HAART pode impactar na recuperagao
imune, principalmente pelo desenvolvimento de toxicidade medicamentosa ou
resisténcia®®. A andlise multivariada indicou associacdo entre o esquema
TDF+3TC+EFZ, preconizado na época, e 0 aumento significativo na média de CD4*
ao longo do tempo. A analise para o tenofovir revelou 0 mesmo resultado, indicando
gue a escolha de manté-lo no esquema atual foi assertiva. Notou-se que a maioria

dos pacientes que fez uso do EFZ, o fez fora do esquema de primeira linha; ou seja,
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sdo pacientes que ndo responderam ao esquema inicial e provavelmente
apresentaram dificuldades para controlar a viremia ou outras complicacbes
relacionadas a infeccdo pelo HIV. E também possivel que devido a sua ampla
utilizacdo e longo periodo no mercado exista a influéncia de mecanismos de
resisténcia viral. Sendo assim, esses aspectos podem justificar o fato do efavirenz ter
sido associado a uma diminui¢do na contagem de CD4".

A respeito dos inibidores de protease, a literatura apresenta que 0S mesmos
estdo associados a protecédo ao risco de desenvolver falha imunolégica?®®. O atual
estudo corrobora esse dado, pois foi observado um aumento de, aproximadamente,
85 células/mm? CD4* em média durante o uso de inibidores de protease, sugerindo
que essa classe favorece o processo de recuperacdo imune. Entretanto, € preciso
ressaltar que qualquer atribuicdo feita a uma droga especifica em individuos sob
HAART pode ser imprecisa, uma vez que estdo expostos a uma terapia com mdailtiplas
drogas.

A literatura apresenta evidéncias de que variantes genéticas sejam uma base
molecular potencial para diferencas interindividuais no ritmo da recuperacdo de
células CD4*, que é vista apés o inicio do tratamento?®®. AlteracGes no nivel de
expressdo dos genes que codificam para o TNF-a, CYP2B6 e glicoproteina-P
parecem exercer impacto sobre a resposta imunolégica a HAART.

Com base em evidéncias que sugerem que o SNP CYP2B6 516G>T explica, em
parte, as variacdes interindividuais na resposta imunolégica a HAART, o presente
estudo investigou essa possivel associacdo. As frequéncias do alelo T (24,9%) e do
gendtipo TT (11,6%) foram semelhantes a uma analise realizada por Queiroz e
cols.'*!, em uma populacéo da regido Norte do Brasil (36 e 11,9%, respectivamente).
Em outros estudos, a frequéncia desse alelo variou de 26%'34267 a 34,2%%%8, Queiroz
e cols.’*! encontraram que portadores do gendtipo TT apresentaram uma menor
contagem de CD4* quando comparado aos demais genotipos. Paradoxalmente,
outros estudos encontraram associacdo entre o genotipo TT e uma melhor
recuperacdo imunel'?'?® e que a presenca do alelo G estava associada a um
aumento de 70% no risco de falha imunolégical*?. Contudo, o resultado do presente
estudo ndo demonstrou associacdo da variante com o processo de recuperacao

imune, confirmando resultados de outras analises83.224,
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Na analise dessas divergéncias, € importante reforcar que os estudos de
associacado genética tém que considerar as origens das populacdes estudadas, pois
podem apresentar variabilidade na frequéncia alélica entre si e, assim, justificar as
inconsisténcias observadas?®®. Contudo, como esperado, no estudo conduzido por
Queiroz e cols.**! a frequéncia do genétipo TT foi praticamente a mesma do presente
estudo, pois ambos analisaram individuos de mesma nacionalidade. Mas, enquanto
praticamente todos os envolvidos nele faziam uso do efavirenz, aproximadamente
30% da amostra aqui estudada nao fazia uso. E provavel que isso explique, em parte,
o fato de ndo termos encontrado associacdo, uma vez que a associacao entre o
gendtipo TT e a falha imune é decorrente da baixa expressdo da CYP2B6 em
portadores desse genotipo, levando a altas concentragcbes plasméticas de efavirenz,
podendo provocar efeitos colaterais e baixa adeséo a terapia® 141,

O interesse em investigar a contribuicdo do SNP ABCB1 3435C>T deve-se ao
fato de que o gendtipo TT mostrou-se associado a uma melhor recuperacdo imune
durante a HAART quando comparado ao CC e CT®!. Embora silenciosa, a mutacédo
pode influenciar na estabilidade do RNA mensageiro. Isso pode explicar o fato do
genatipo TT ser associado a uma reducao significativa da expresséao da glicoproteina-
P duodenal em comparagdo com o gendtipo CC0, e, portanto, a uma menor
capacidade de efluxo de drogas no intestino. Isso permitiria maior biodisponibilidade
de medicamentos antirretrovirais, logo, uma melhor resposta, com o0 aumento na
contagem de CD4%%?4, Para Fellay e cols.®!, é possivel que o beneficio imunolégico
observado em individuos com gendétipo TT, 0s quais apresentaram maior contagem
de CD4*do que individuos CC e CT, seja devido a baixa expressao de glicoproteina-
P em células suscetiveis a infeccéo pelo HIV-1 e em linfocitos infectados®213!, a qual
permite uma maior penetracdo de antirretrovirais. Por isso, 0s autores sugerem que
variantes alélicas do ABCB1 sdo uma base molecular potencial para as diferencas
interindividuais no ritmo de recuperacao das células CD4* durante o tratamento.

Entretanto, os nossos dados contrastam com os dados supracitados e
confirmam outros estudos??4268.26% que ndo demonstraram associacéo entre o SNP
ABCB1 3435C>T e o desfecho em questédo. No presente estudo as frequéncias dos
genatipos CC, CT e TT foram de, aproximadamente, 37, 45 e 16%, respectivamente.
Distribuicéo diferente da encontrada em estudos avaliando individuos brancos, com

25% CC, 50% CT e 25% TT°! e negros africanos onde a frequéncia do genétipo CC
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é de 83%7270. Essas variacoes podem responder, em parte, pelos diferentes padrdes
de respostas ao tratamento antirretroviral em popula¢cdes humanas.

O aspecto genético relacionado ao processo de recuperagao imune supracitado
frequentemente é relatado como um efeito secundario a alteracdo da
biodisponibilidade de medicamentos antirretrovirais; consistindo em uma abordagem
farmacogenética. Mas a &rea da imunogenética apresenta estudos que investigam o
impacto que certos SNPs podem exercer sobre o curso da infecgdo. Estudos
investigam a contribuicio de variantes em genes que codificam para
citocinas!14.115256.271.272 'yyma vez que elevados niveis de TNF-a promovem alto nivel
de ativacédo imune'?>273 induzindo a apoptose em células CD4* 118.272274-276  Aykrust
e cols.1?®, encontraram que os niveis de TNF-a estavam mais elevados em individuos
HIV com baixa recuperacdo imune, quando comparado aqueles com boa
recuperacdo. Registros apontam que o SNP TNF-a -308G>A esta associado a alta
atividade transcricional, sugerindo a associacdo do alelo A com a progressao de
diversas doencas'?®. Por isso, esse trabalho também executou um estudo de
associacdo imunogenética para os SNPs -308G>A e -238G>A. Embora os estudos
mencionados acima sugeriram que o TNF-a provavelmente seja um mediador da
perda de CD4*, inclusive em pacientes infectados pelo HIV, essa analise nao
demonstrou associac¢éo, estando de acordo com outros registros?’7:2’8, E possivel que
a frequéncia extremamente baixa do alelo A, em ambos 0os SNPs, nestes registros e
no presente estudo tenha afetado o poder para detectar alguma diferenca significativa

entre os gendtipos.

Esse estudo teve pontos fortes importantes. Primeiro, o tempo de
acompanhamento foi de, aproximadamente, 6 anos, periodo suficiente para analisar
0 processo de recuperagdo imunologica. Segundo, as orientacdes sobre a frequéncia
de monitoramento da contagem de CD4* mudaram substancialmente na ultima
década; a falta de regularidade no comparecimento as consultas e as diferencas na
duracdo do acompanhamento, impactaram no numero de valores de CD4* entre os
individuos. Contudo, o modelo linear de efeito aleatério implementado é robusto e
flexivel para levar em consideracdo essas condi¢des, e inclusive para considerar a

dependéncia no tempo entre as observacgoes.
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6. LIMITACOES

Algumas limita¢des desse estudo precisam ser levadas em conta. Em primeiro
lugar, o registro inadequado dos resultados de diversos estudos impossibilitou a
extracdo dos dados para a revisdo sistematica. No tocante ao estudo primario,
algumas informacfes estavam ausentes nos prontudrios e algumas variaveis
importantes ndo puderam ser analisadas; foram limitagcbes impostas pela natureza
retrospectiva do estudo, por isso um desenho prospectivo seria mais enriquecedor.

Em segundo lugar, o tamanho da amostra do estudo primario pode néo ter sido
suficiente para alcancar significAncia estatistica para as variantes rs1800629 e
rs361525 do gene TNF-a, devido a frequéncia muito baixa das variantes na
populacdo. Terceiro, a designacdo da raca foi feita com base na autodeclaracao.
Quarto, a falta de critérios especificos e padronizados para a definicdo dos fenotipos
analisados pelos diferentes estudos referenciados foi um problema tanto para a
metanalise como para o estudo primério. Por ultimo, hesitagdo em atribuir algum
desfecho a uma droga especifica, pois 0s pacientes estdo expostos a uma terapia

com multiplas drogas.

7. PERSPECTIVAS

- Determinar o efeito da CD4" basal sobre o tempo decorrido até a recuperacéo

imunoldgica;
- Repetir as analises apenas com pacientes com carga viral suprimida;

- Fazer a analise inferencial com a variavel CD4* basal, utilizando o modelo linear de

efeito aleatorio.
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8. CONCLUSOES

No ambito geral, considera-se que o0s problemas observados e enfrentados
durante a execucado desse estudo tém dificultado o avanco da medicina de precisao.
O desenho do estudo, a definicdo do fendtipo, a sele¢do dos polimorfismos, o registro
e a interpretacdo dos resultados, as diferencas étnicas, sao variaveis que contribuiram
para as inconsisténcias observadas entre os desfechos da literatura e do presente
estudo. Apesar dos problemas supracitados, constatou-se que a area da
farmacogenética de antirretrovirais fornece evidéncias que podem contribuir para a
personalizacdo terapéutica baseada na testagem dos alelos rs3745274 no gene
CYP2B6, rs1751034 no gene ABCC4, HLA-Cw*0401 e UGT1A1*28, para a prescricao
apropriada do efavirenz, tenofovir, nevirapina e atazanavir, respectivamente, evitando

potencialmente os efeitos adversos especificos.

Dada a importancia de marcadores genéticos como ferramentas preditivas no
contexto da HAART e considerando a falta de consenso na literatura, sdo necessarios
estudos de replicacdo, com maior tamanho amostral e de natureza prospectiva. E
essencial que continuem os esfor¢cos para aumentar a representacdo de diversas
populacées na area gendmica para que 0 acesso a medicina de precisdo ndo seja

desigual.

A despeito dos avancos no cuidado da PVHA, a morbidade e mortalidade destes
continuam sendo maiores do que da populacéo geral. Fatores como apresentacéo
tardia aos cuidados, efeitos adversos, baixa adesdo ao tratamento e a incompleta
recuperacdo do sistema imune observados nesse estudo e registrados na literatura
contribuem para isso. Este estudo corrobora a existéncia de beneficios para o inicio
imediato da HAART apoOs o diagnostico, uma vez que alcancar valores de 500
células/mm? de CD4 exerce impacto significativo sobre a qualidade e a expectativa de
vida. Mas é imprescindivel que estratégias mais eficazes sejam implementadas, pois

o diagndstico tardio continua a minar o impacto do tratamento.
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Apéndice 1: Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

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

Universidade Federal do Oeste da
Bahia / Tel. (77) 3614-3216

luciana.candido@ufob.edu.br

Pesquisador
Renan Pedra de Souza

Local de trabalho: Universidade
Federal de Minas Gerais

Colaborador
Dr. Luciano Argblo Reale

Local de trabalho: CTA SAE Edgard
Pita / Tel. 55(77) 3613-9745

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: 47.808-021. Barreiras,
Bahia.

Tel. 55(77) 3614-3508.

E-mail: cep@ufob.edu.br. Site:
ttp://www.ufob.edu.br/a-
ufob/estrutura/comissoes/comite-de-
etica-em-pesquisa

O senhor(a) estd sendo convidado(a) a participar de um estudo sobre as
diferencas genéticas envolvidas no resultado da terapia contra o HIV, cujo objetivo é
identificar alteragcbes 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 alteragBes genéticas em pacientes com
HIV/AIDS é responsavel pela ocorréncia de efeitos colaterais indesejaveis ou pela
ineficacia dos remédios. Dessa forma, esta pesquisa tera como beneficio a geracéo de
conhecimento que podera contribuir para que, no futuro, os médicos melhorem os

tratamentos contra o HIV.
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A sua participacao no referido estudo sera doar 4 ml do seu sangue colhido nos
exames de rotina de acompanhamento do seu tratamento. Pedimos a sua autorizagédo
para o depdsito, o armazenamento, a utilizacdo e descarte do sangue coletado. Com a sua
autorizacdo, os seus prontuarios 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 utilizacdo 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 historico de tratamento antirretroviral, em tratamento corrente com
antirretrovirais ou iniciando tratamento antirretroviral. Serao excluidos os pacientes com
sorologia negativa ou nao confirmada para o HIV e pacientes soropositivos para HIV
sem historico de tratamento de antirretrovirais e usuarios de drogas 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 sera
assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como garantido o livre acesso a
todas as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o0 estudo e suas
consequéncias.

A sua participacdo na pesquisa € voluntaria. Ndo havera pagamento pela sua
participacdo, embora, se for necessario seu deslocamento em funcéo do estudo, sera
garantido 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 participacdo na pesquisa, tera o direito de solicitar indenizacdo aos
pesquisadores e, se necessario, sera garantido o direito a assisténcia integral e gratuita
pelo tempo que for necessario. O Sr. (a) podera se recusar a participar do estudo ou
retirar seu consentimento a qualguer 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 responséavel, 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 o pesquisador
responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos e apds esse tempo serdo destruidos.
Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrbes profissionais de sigilo,
atendendo a legislagéo 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.

OBS: O senhor (a) pode assinalar o campo a seguir para receber o resultado desta
pesquisa, caso seja de seu interesse:
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() quero receber os resultados da pesquisa

(e-mail para envio: ).

() n&o quero receber os resultados da pesquisa.

Eu declaro ter conhecimento das informagfes contidas neste documento e ter
recebido respostas claras as minhas questfes a respeito da minha participacdo na
pesquisa e, adicionalmente, declaro ter compreendido o objetivo, a natureza, 0s
riscos, beneficios, indenizacao relacionados a este estudo. Apos reflexao, 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 formac&o multidisciplinar que estdo trabalhando
para assegurar o respeito aos seus direitos como participante de pesquisa. Ele tem por
objetivo avaliar se a pesquisa foi planejada e serd 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: [/ [/
Telefone: Endereco:
CEP:
Cidade: Estado:
Assinatura; Data: [/

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 (ou seu representante) Data: /| [/

Nome completo:

Para todas as questdes relativas ao estudo ou para se retirar do mesmo, podera se comunicar com
Luciana Cristina de Oliveira Candido, via e-mail: luciana.candido@ufob.edu.br ou telefone: (77)
3614-3216.
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Apéndice 2: Argumentos de busca no PubMed/MEDLINE

Argumento 1 - Geral

("Pharmacogenetics"[Mesh] OR "Pharmacogenetics"[Title/Abstract] OR
"Pharmacogenomics"[Title/Abstract] OR "Precision Medicine"[Mesh] OR "Precision
Medicine"[Title/Abstract] OR "Personalized Medicine"[Title/Abstract] OR
"Individualized Medicine"[Title/Abstract]) AND ("HIV"[Mesh] OR "HIV"[Title/Abstract]
OR "Acquired Immunodeficiency Syndrome"[Mesh] OR "Acquired Immunodeficiency
Syndrome"[Title/Abstract] OR "AIDS"[Title/Abstract] OR "Antiretroviral Therapy, Highly
Active"[Mesh] OR "HAART"[Title/Abstract] OR "Anti-Retroviral Agents'[Mesh] OR
"Anti-Retroviral Agents"[Title/Abstractf OR "Anti-Retroviral"[Title/Abstract] OR
"Antitetroviral "[Title/Abstract] OR "Antiretroviral "[Title/Abstract]).

Argumento 2 — Abacavir

("Abacavir'[Mesh] OR "Abacavir'[Title/Abstract])  AND ("Hypersensitivity
reaction"[Mesh] OR "Hypersensitivity reaction”[Title/Abstract] OR "HSRs"[Mesh] OR
"HSRs"[Title/Abstract] AND ("AIDS"[Title/Abstract] OR "AIDS"[Mesh] OR
"HIV"[Title/Abstract] OR "HIV"[Mesh] AND ("HLA-B*5701"[Title/Abstract] OR "HLA-
B*5701"[Mesh] OR "HLA-B*57:01"[Title/Abstract] OR "HLA-B*57:01"[Mesh])

Argumento 3 — Tenofovir

("Tenofovir/adverse effects"[Mesh] OR "Tenofovir/adverse effects"[Title/Abstract] OR
"Tenofovir'[Mesh] OR  "Tenofovir'[Title/Abstract]) AND  ("kidney tubular
dysfunction"[Title/Abstract] OR "kidney tubular dysfunction"[Mesh] OR "Kidney
Diseases/genetics"[Title/Abstract] OR "Kidney Diseases/genetics"[Mesh]) AND
("polymorphisms"[Title/Abstract] OR "polymorphisms"[Mesh] OR
"pharmacogenetics"[Title/Abstract] OR "pharmacogenetics"[Mesh])

Argumento 4 — Efavirenz

("Efavirenz/adverse effects"[Mesh] OR "Efavirenz/adverse effects"[Title/Abstract] OR
"Efavirenz"[Mesh] OR  "Efavirenz"[Title/Abstract])) AND ("central nervous
system"[Title/Abstract] OR "central nervous system"[Mesh] OR "central nervous
system side effects"[Title/Abstract] OR "central nervous system side effects"[Mesh] OR
"Central Nervous System Diseases/genetics"[Title/Abstract] OR "Central Nervous
System Diseases/genetics"[Mesh] OR "Central Nervous System Diseases/chemically
induced"[Title/Abstractf OR "Central Nervous System Diseases/chemically
induced”"[Mesh] OR "central nervous system symptoms"[Title/Abstract] OR "central
nervous system symptoms'[Mesh]) AND ("polymorphisms"[Title/Abstract] OR
"polymorphisms"[Mesh] OR "pharmacogenetics"[Title/Abstract] OR
"pharmacogenetics"[Mesh])

Argumento 5 — Nevirapina

("Nevirapine/adverse effects"[Mesh] OR "Nevirapine/adverse effects"[Title/Abstract])
AND ("Hypersensitivity reaction"[Title/Abstract] OR "Hypersensitivity reaction"[Mesh]
OR "Hepatic adverse events"[Title/Abstract] OR "Hepatic adverse events'[Mesh] OR
"skin rash"[Title/Abstract] OR "skin rash"[Mesh]) AND ("polymorphisms"[Title/Abstract]
OR "polymorphisms"[Mesh] OR "pharmacogenetics"[Title/Abstract] OR
"pharmacogenetics"[Mesh])
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Argumento 6 — Nevirapina

("Nevirapine/adverse effects"[Mesh] OR "Nevirapine/adverse effects"[Title/Abstract])
AND ("Steven—Johnson Syndrome and Toxic Epidermal Necrolysis"[Title/Abstract] OR
"Steven-Johnson Syndrome and Toxic Epidermal Necrolysis'[Mesh] OR
"SJS/TEN"[Title/Abstract] OR "SJS/TEN"[Mesh]) AND
("polymorphisms"[Title/Abstract] OR "polymorphisms"[Mesh] OR
"pharmacogenetics"[Title/Abstract] OR "pharmacogenetics"[Mesh])

Argumento 7 — Atazanavir
("atazanavir "[Mesh] OR "atazanavir'[Title/Abstract]) AND ("bilirubin"[Title/Abstract]

OR "bilirubin"[Mesh] OR "hyperbilirubinemia"[Title/Abstract] OR "hyperbilirubinemia
“[Mesh]) AND ("UGT1A1*28"[Title/Abstract] OR "UGT1A1*28"[Mesh])
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Apéndice 3: Contribuicdo de variaveis clinicas, epidemioldgicas e genéticas

sobre adinamicados linfécitos T-CD4* ao longo do tempo de acompanhamento.

1. Estatisticas univariadas para analisar a contribuicdo de variaveis clinicas e
epidemioldgicas sobre a dinamica dos linfocitos T-CD4* ao longo do tempo de

acompanhamento.

Variaveis clinicas e epidemiologicas foram avaliadas individualmente utilizando

um modelo longitudinal de efeito aleatério (Tabela 1).

Tabela 1: Andlise univariada por modelo longitudinal de efeito aleatorio para a contribuigéo de variaveis
clinicas e epidemioldgicas sobre a dindmica de CD4* ao longo do tempo de acompanhamento.

Ep
Variavel n (%) Coeficiente  Coef GL t P

Sexo Feminino 126(43) 534,61 20,85 3058 25,64

_ . 0,0720
(n=291) Masculino 165(57) -50,20 27,80 289 -1,81
Idade ao diagnostico  Intercepto 615,16 44,88 3058 13,70

_ 0,0011
(n=291) Idade (anos) 291(100) -3,13 1,23 289 -2,54

inici Intercepto

Idade ao inicio p 291(100) 606,51 46,60 3058 13,02 ;54
tratamento (n=291)  Idade (anos) -2,81 1,25 289 -2,25
Amarela 3(2) 562,31 135,55 2389 4,15

autodeclarada Indigena 3(1) -9,00 191,26 218 -0,05 0,9392*
(n=223) Negro 35(12) 64,07 141,27 218 -0,45
Pardo 122(42) -49,31 137,24 218 -0,36
Carga viral Intercepto 720,38 15,32 3057 47,02

(n=291) Carga viral log10 _ <0,0001
(copias/mL) 291(100) -83,52 2,76 3057 30,23
Tempo de Intercepto 416,11 14,44 3057 28,82

acompanhamento . <0,0001
(n=291) Tempo (dias) 291(100) 0,10 0,00 3057 24,52
Inibidor de Protease N&ao 1398 498,27 14,87 2533 33,50

_ . <0,0001
(n=291) Sim 555 105,87 15,06 2533 7,03
Esquema Tenofovirt  N&o 1501 502,75 15,35 2533 32,76

Lamivudina+Efavirenz . <0,0001
(n=291) Im 452 61,12 17,92 2533 3,41
Tenofovir N&o 1174 453,59 16,83 2533 26,96

_ . <0,0001
(n=291) Sim 779 118,70 14,45 2533 8,22
Efavirenz Né&o 759 586,53 16,82 2533 34,88

_ . <0,0001
(n=291) Sim 1194 -113,81 14,78 2533 -7,70

- n, nimero de individuos; Ep, erro padréo; GL, graus de liberdade
* Resultado de ANOVA do modelo ajustado
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A Figura 1 ilustra a (A) dindmica de CD4* ao longo do tempo de
acompanhamento, com um incremento de CD4* mais rapido no primeiro ano e um
platd por volta do quarto ano de acompanhamento. O uso de (D) TDF+3TC+EFZ, (E)
Inibidores de Protease e (F) Tenofovir foram associados a um aumento significativo
na média de CD4* ao longo do tempo; enquanto do (G) Efavirenz foi associado a uma

queda.
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Figura 1: Analise da contribuicdo de variaveis clinicas e epidemiolégicas sobre a contagem média de
linfécitos T-CD4* (células/mm?3) ao longo de até 3.651 dias de acompanhamento. (A) Dinamica de CD4*
ao longo do tempo de acompanhamento (n=291). A contagem média de CD4* foi agrupada por (B)
Sexo (Homens n=165/Mulheres n=126), uso de (C) TDF+3TC+EFZ (Com n=101/Sem n=190); (D)
Inibidores de Protease (Com n=74/Sem n=217); (E) Tenofovir (Com n=206/Sem n=85) e (F) Efavirenz



123

(Com n=202/Sem n=89). Os valores de CD4* no tempo zero correspondem as contagens basais de
CD4*. As linhas azuis e vermelhas sdo as médias estimadas da contagem de CD4* para cada fator e
a regido cinza é o intervalo de confianca de 95%.

2. Estatisticas univariadas para analisar a contribuicdo de variaveis genéticas

sobre adinamicados linfécitos T-CD4*ao longo do tempo de acompanhamento.

Com o intuito de observar qual estrutura genotipica melhor explicaria a
dindmica de CD4" ao longo do tempo de acompanhamento foram propostos 0s
modelos dominancia, recessividade, codominancia, heterosigozidade e de efeito
aditivo para cada SNP investigado. Como apresentado da Tabela 2, nenhum dos
modelos criados para os quatro SNPs investigados exerceu influéncia significativa
sobre o fenétipo em questdo. Com base nos critérios preestabelecidos, o modelo de
recessividade do alelo G do SNP CYP2B6 516G>T foi elegivel para a estatistica

multivariada pois apresentou valor de p<0,2.

Tabela 2: Andlise univariada por modelo longitudinal de efeito aleatério para a contribuicdo de variaveis
genéticas sobre a dindmica de CD4* ao longo do tempo de acompanhamento. Foram analisados 0s
modelos genotipicos criados (dominancia, recessividade, codominéncia, heterosigozidade e de efeito
aditivo) para os SNPs selecionados.

Variante Modelo Grupo Coeficiente Ep Coef GL t P
C/IC+CIT 482,24 14,61 2101 33,02 0.7500
Dominante C TIT 11,38 35,69 286 0,32 ’
CIT+TIT 483,19 16,76 2101 28,82 09248
Recessivo C C/C 2,61 27,63 286 0,09 '
c/C 485,80 22,01 2101 22,08
3'32%3 cI 6,37 2046 285 -0,22 0.9285
(rs1045642) Codominante T/IT 7,84 39,35 285 0,20
CIC+TIT 488,25 18,21 2101 26,81
0,7416
Heterose CIT -8,82 26,72 286 -0,33
2 485,80 22,01 2101 22,08
1 -6,37 29,46 285 -0,22 0.9285
Modelo aditvo C 0 7,84 39,35 285 0,20
G/IG + GIT 474,38 14,86 1954 31,93 01810
Dominante G TIT 48,40 41,52 264 1,17 '
GIT+TIT 481,69 18,87 1954 25,53 0.9301
Recessivo G G/G -2,45 27,93 264 -0,09
CYP2B6 G/G 479,24 20,57 1954 23,30
516G>T GIT -10,22 29,80 263 -0,34 0.4799
(rs3745274) Codominante T 43,53 43,94 263 0,99
GIG+T/T 488,78 18,17 1954 26,89 0 4752
Heterose GIT -19,76 28,20 264 -0,70 '

Modelo aditivo G 2 479,24 20,57 1954 23,30 0.4799
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1 -10,22 29,80 263 -0,34
0 43,53 43,94 263 0,99
G/G + G/A 482,11 13,33 2055 36,17
. 0,3545
Dominante G A/A -117,09 126,25 278 -0,93
G/A+ AIA 464,89 26,28 2055 17,69 04835
Recessivo G G/IG 21,35 30,44 278 0,70 '
TNFa G/G 486,24 15,37 2055 31,63
-308G>A G/A -16,78 30,98 277 -0,54 0.5629
(rs1800629) Codominante A/A -121,25 126,65 277 -0,96
G/G + AIA 484,46 15,25 2055 31,76 06280
Heterose G/A -14,99 30,91 278 -0,49 '
2 486,24 15,37 2055 31,63
1 -16,78 30,98 277 -054 0.5629
Modelo aditivo G 0 -121,25 126,65 277 -0,96
G/G + G/A 483,89 13,46 2038 35,96 07711
Dominante G A/A 46,20 158,66 278 0,29 '
G/A+ AIA 485,17 42,43 2038 11,43 09811
Recessivo G G/IG -1,06 44,73 278 -0,02 '
TNFa G/IG 484,11 14,16 2038 34,19
238 GSA G/A -2,45 46,34 277 -0,05 0.9573
(rs361525) Codominante A/A 45,98 159,01 277 0,29
G/G + AIA 484,48 14,08 2038 34,41 09519
Heterose G/A -2,79 46,25 278 -0,06 '
2 484,11 14,16 2038 34,19
1 -2,45 46,34 277 -0,05 0.9573
Modelo aditvo G 0 45,98 159,01 277 0,29

- n, nimero de individuos; Ep, erro padrdo; GL, graus de liberdade

- p<0,2 considerado limite de corte para a analise multivariada
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Abaixo, os graficos para cada modelo genotipico proposto para cada SNP
genotipado.

A dindmica de CD4* nao foi diferente entre os gendtipos ou grupos genotipicos
para cada um dos modelos: (A) codominancia, (B) dominancia do alelo C e (C)
recessividade do alelo C, do SNP ABCB1 3435C>T (rs1045642) (Figura 2).

800 = 800 = 800 =

600 = 600 = 600 =

400 = 400 = 400 =

Linfocitos T- CD4+ (células/mm3)
Linfécitos T- CD4+ (células/mm3)
Linfécitos T- CD4+ (células/mm3)

200 = 200 = 200 =

cc

0= cr 0=

CC+CT 0-

cC
CT+TT

— 7T — T

1 1 1 1 ] 1 1 1 1 1 1
0 1000 2000 3000 0 1000 2000 3000 1000 2000 3000
Tempo de acompanhamento (dias) Tempo de acompanhamento (dias) Tempo de acompanhamento (dias)

o -

Figura 2: Analise da contribuicdo dos diferentes modelos genotipicos para o SNP ABCB1 3435C>T,
sobre a contagem média de linfécitos T-CD4* (células/mm3) ao longo de até 3.651 dias de
acompanhamento. Os pacientes foram agrupados pela variante assumindo (A) Codominancia (CC
n=108, CT n=132, TT n=48); (B) Dominancia do alelo C (CC+CT n=240, TT n=48) e (C) Recessividade
do alelo C (CC n=108, CT+TT n=180). Os valores de CD4+ no tempo zero correspondem as contagens
basais de CD4*. As linhas azuis, vermelhas e roxa séo as médias estimadas da contagem de CD4+*
para cada fator e a regido cinza € o intervalo de confian¢a de 95%.
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A dinamica de CD4* nao foi diferente entre os gendtipos ou grupos genotipicos
para cada um dos modelos: (A) codominancia, (B) dominancia do alelo G e (C)
recessividade do alelo G, do SNP CYP2B6 516G>T (rs3745274) (Figura 3).
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Figura 3: Andlise da contribuicdo dos diferentes modelos genotipicos para o SNP CYP2B6 516G>T,
sobre a contagem média de linfécitos T-CD4* (células/mm3) ao longo de até 3.651 dias de
acompanhamento. Os pacientes foram agrupados pela variante assumindo (A) Codominancia (GG
n=122, GT n=110, TT n=34); (B) Dominancia do alelo C (GG+GT n=232, TT n=34) e (C) Recessividade
do alelo C (GG n=122, GT+TT n=144). Os valores de CD4" no tempo zero correspondem as contagens

basais de CD4". As linhas azuis, vermelhas e roxa sdo as médias estimadas da contagem de CD4*
para cada fator e a regiéo cinza € o intervalo de confianca de 95%.
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A dinamica de CD4"* nao foi diferente entre os gendotipos ou grupos genotipicos
para cada um dos modelos: (A) codominancia, (B) dominancia do alelo G e (C)
recessividade do alelo G, do SNP TNF-a -308G>A (rs1800629) (Figura 4).
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Figura 4: Analise da contribuigcdo dos diferentes modelos genotipicos para o SNP TNFa -308G>A, sobre
a contagem média de linfécitos T-CD4* (células/mms3) ao longo de até 3.651 dias de acompanhamento.
Os pacientes foram agrupados pela variante assumindo (A) Codominancia (GG n=209, GA n=68, AA
n=3); (B) Dominancia do alelo C (GG+GA n=277, AA n=3) e (C) Recessividade do alelo C (GG n=209,
GA+AA n=71). Os valores de CD4* no tempo zero correspondem as contagens basais de CD4*. As

linhas azuis, vermelhas e roxa sdo as médias estimadas da contagem de CD4* para cada fator e a
regido cinza é o intervalo de confianca de 95%.
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A dinamica de CD4* nao foi diferente entre os gendtipos ou grupos genotipicos
para cada um dos modelos: (A) codominancia, (B) dominancia do alelo G e (C)
recessividade do alelo G, do SNP TNF-a -238G>A (rs361525). Nota-se que o intervalo

de confianca do gendtipo AA nao foi estimado porque sé havia um individuo (Figura
5).
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Figura 5: Analise da contribuicdo dos diferentes modelos genotipicos para o SNP TNFa -238G>A, sobre
a contagem média de linfocitos T-CD4* (células/mms3) ao longo de até 3.651 dias de acompanhamento.
Os pacientes foram agrupados pela variante assumindo (A) Codominéncia (GG n=252, GA n=26, AA
n=2); (B) Dominancia do alelo C (GG+GA n=278, AA n=2) e (C) Recessividade do alelo C (GG n=252,
GA+AA n=28). Os valores de CD4* no tempo zero correspondem as contagens basais de CD4*. As
linhas azuis, vermelhas e roxa sdo as médias estimadas da contagem de CD4* para cada fator e a
regido cinza € o intervalo de confianca de 95%.

3. Andlise estatistica multivariada

ApOs as analises acima, implementou-se um modelo longitudinal de efeito
aleatério, ajustado para todas as variaveis com valor de p<0,2. Embora a variavel
Inibidor de protease esteja associada ao fendtipo na andlise univariada, a mesma foi
administrativamente excluida da analise multivariada. Assim, optou-se por manter a

variavel Efavirez, uma vez que ambas ndo puderam permanecer no mesmo modelo
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por serem, na amostra estudada, praticamente excludentes, ocasionando em erro. O
resultado desse modelo encontra-se na Tabela 3, no qual apenas as variaveis listadas
foram significativamente associadas ao processo de recuperagédo imune ao longo do

tempo de acompanhamento (p<0,05).

Tabela 3: Andlise multivariada por modelo longitudinal de efeito aleatério para a contribuicdo de
variaveis clinicas e epidemioldgicas sobre a dinAmica de CD4* ao longo do tempo de acompanhamento.

Variavel Coeficiente Ep Coef GL t p
Intercepto 725,45 48,01 2530 15,11 <0,001
Tempo de acompanhamento (dias) 0,07 0,00 2530 15,98 <0,001
Idade ao inicio do acompanhamento (anos) -2,90 1,24 287 -2,34 0,0198
Carga viral log10 (copias/mL) -65,16 3,52 2530 -18,50 <0,001
TDF+3TC+EFZ 48,77 17,94 2530 2,72 0,0066

Com o intuito de propor um modelo que incluisse somente variaveis presentes
no momento da admissdo do paciente, foi gerado um novo modelo sem as variaveis
gue séo sabidamente influenciadoras do desfecho, que séo a carga viral e o tempo de

acompanhamento (Tabela 4).

Tabela 4: Andlise multivariada por modelo longitudinal de efeito aleatério para a contribuicdo de
variaveis clinicas e epidemiol6gicas sobre a dinAmica de CD4* ao longo do tempo de acompanhamento.

Variavel Coeficiente Ep Coef GL t p
Intercepto 568,39 25,20 2531 22,56 <0,001
Homens -63,60 29,61 287 -2,15 0,0325
TDF+3TC+EFZ 84,56 27,11 2531 3,12 0,0018
Tenofovir 68,33 20,00 2531 3,42 0,0006

Efavirenz -135,56 18,38 2531 -7,37 <0,001
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Tabela S1. Esquemas terapéuticos utilizados durante o periodo de avaliagdo no ambulatério e

namero de observacdes.

Esquemas terapéuticos

Numero de observacdes

AZT/3TC/ERV
TDF/3TC/IERFV
AZT/3TC/LPVIRTV
TDF/3TC/IDTG
TDF/3TC/ATVIRTV
AZT/3TC/NVP
AZTI3TC/ATVIRTV
TDF/3TC/LPVIRTV
AZTI3TC/ATV
TDF/DDI/LPVIRTV
AZT/DDI/NVP
AZT/3TC/LPV
D4T/3TC/EFV
ABC/DDI/ATVIRTV
AZT/DDI/LPV
TDF/3TC/AZT/LPV/IRTV
TDF/DDI/ATVIRTV
AZT/LPV/ISQV/IRTV
TDF/3TC/ATV
TDF/3TC/EFV/DRV/RTV
AZT/3TC/TDF/ATVIRTV
AZT/3TC/NFV
TDF/3TC/RAL
TDF/LPV/RTV/RAL
ABC/3TC/EFV
ABC/DDI/LPV/RTV
AZT/3TC/ATVIRTVIDTG
AZTINFV
TDF/3TC/LPV/IRTV/SQV
AZT/3TC
TDF/3TC/EFV/DRV
TDF/ATVIRTV/DTG
ABC/3TC/DDI/LPVIRTV
TDF/ATV
TDF/DRV/RTV/DTG
TDF/EFV/IATVIRTV
D4T/3TCINFV
DTG/3TC/ATV/IRTV
TDF/LPV/DTG
ABC/3TC/DDI/ATV/IRTV

959
755
319
262
232
182
105
72
38
31
29
26
26
21
21
19
15
11
11
11

=
o

WA B D oOoHOo1TO1 OO OO NNSN NN 00



AZT/3TC/DTG
DRV/RAL/RTV
TDF/DDI/EFV
ABC/3TC/ATVIRTV
ABC/DDI/EFV
DDI/3TC/ATVIRTV
TDF/3TC/ATVIRTVIDTG
TDF/DRV/RTV/RAL
AZT/DDI/IDV
D4T/3TC/IDV
TDF/3TCIAZT
TDF/3TC/LPV
TDF/LPV/RTVIDTG
Sem HAART

P P PP PFPNNMNMNMNDNDDNDNWWW®W

529
Total = 3820
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ABSTRACT

The clinical management of patients infected with the human immunodeficiency virus
(HIV) is often challenging. The response to highly active antiretroviral therapy (HAART)
varies considerably and approximately 30% of the patients do not achieve an optimal
CD4 T-cell lymphocytes recovery. In this sense, a pharmacogenetic association study
was conducted with the objective of investigating the contribution of genetic, clinical
and epidemiological variables on immune recovery kinetics in HIV infected patients
under HAART. Two hundred ninety-one patients were enrolled in this study. DNA
extraction was performed followed by ABCB1 3435C>T, CYP2B6 516G>T, TNF-a -
308G>A and TNF-a -238G>A genotyping. It was found that 53% of patients were late
for care (CD4 <350 cells/mm?3). Among those who started HAART with CD4 <200, 350
and 500 cells/mm?, 58, 45 and 38%, respectively, did not recover values above 500
cells/mm3. Patients that were diagnosed at an older age had lower mean CD4 gain
during HAART. The use of the TDF+3TC+EFZ regimen, protease inhibitors and
tenofovir were associated with increased CD4. No association of polymorphisms with
immune reconstitution was found. These findings highlight factors such as age at
diagnosis and drugs associated with CD4 recovery during HAART. They indicate that
late introduction to care continues to be a concern in Brazil and corroborates the
existence of benefits for the immediate start of HAART after the diagnosis.
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INTRODUCTION

In 1996, Brazil became the first developing country to guarantee free universal access
to Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART), positively impacting the population's
expectations and quality of life as well as reducing the risk of transmission!2. Such
benefits are a result of the significant decline in viral load and the recovery process T-
CD4 lymphocytes following HAART initiationt. The first six months of the process is
quick and, in the following months, consists of a monthly gain although the gain
decreases with each passing month3-. This accounts for an absolute value of 350 to
500 cells at the end of a 4 to 7-year period*®. However, 15-40% of the patients do not
achieve optimal CD4 recovery despite viral suppression, a condition defined as
immunological recovery failure. Patients are then exposed to the risk of disease
progression, morbidity, and death® 7. The mechanisms and factors related to
immunological failure are not understood well; but so far it has been described as a
multifactorial condition?®, including low CD4’ and older age’ at the beginning of
treatment, being of the male gender®7, apoptosis of CD48, and genetic factors®.

The individual responses to HAART vary greatly and studies suggest that the presence
of certain single nucleotide polymorphisms (SNPs) may be, in part, responsible for this
variation. Each SNP represents the point mutation of a single nucleotide, which can
result in functional consequences that are important factors for gene activity. The
literature shows that SNPs in genes involved in drug metabolism, such as CYP2B62°,
ABCB1° and in the production of cytokines!!, can partially explain the variability in the
kinetics of immunological recovery during HAART. It is known that the TT genotype of
SNP CYP2B6 516G> T is associated with low expression of the CYP2B6? enzyme
and, thus, to greater exposure to efavirenz*3. Although CYP2B6 516G> T appears to
influence responses to therapy, there is still no consensus on its contribution to CD4
kinetics during therapy!®1415, Another important SNP that also changes the
bioavailability of drugs is ABCB1 3435C>T (rs1045642). Fellay et al.® observed that
carriers of the TT genotype had a higher CD4 count during HAART than individuals
with CC and CT genotypes?®. It is possible that the association of this genotype with
the lowest expression of P-glycoprotein!’ partially explains this find. In addition, SNPs
in genes coding for TNF-a may also be associated with immunological recovery failure.
Carriers of genotype AA+AG of TNF-a -308G> A (rs1800629) showed an increase in
TNF-a activity and in the level of CD4 apoptosis'®, suggesting an association of the A
allele with the progression of several diseases.

Given this, a pharmacogenetic naturalistic association study was proposed, like other
studies?®, which also evaluated individuals under treatment with multiple drugs, aiming
to elucidate the role of genetics in that context. Given the inter-individual variability in
the outcome of HAART, understanding about the markers of the immune response
could be beneficial to the clinical management of patients through predictive tools.
However, this area has been given little research and the outcomes of that research
are contradictory. Given the above and considering that low T-CD4 lymphocyte levels
are the main parameter for progression to AIDS, the goal of the study was to
investigate the contribution of the ABCB1 SNPs 3435C> T, CYP2B6 516G> T, TNF-a
-308G> A and TNF-a -238G> A polymorphisms and clinical and epidemiological
variables to the kinetics of immune recovery in HIV-infected patients.
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METHODS
This study was carried out according to the recommendations of STREGA?°,

Study design and participants

Patients with confirmed HIV infection, ages 18 and older, and receiving HAART
were included in a retrospective observational study. Peripheral blood samples were
collected from 291 HIV-1-infected persons attending the Specialized Edgard Pita
Ambulatory Service of the Unified Health System, in Barreiras, Bahia, Brazil, from
January to July of 2018. The city of Barreiras, with a population of 156,975, is the
foremost urban center in its entire region, with the third highest Human Development
Index in the state of Bahia, 0.721. The study was approved by the research ethics
committee and all the participants signed an information consent form (CAAE:
67848517.9.0000.8060).

Genotyping

Genomic DNA extraction was performed according to adaptations of the protocol
developed by Miller et al. and storaged at 4°C. Genotyping for ABCB1 3435C>T
(rs1045642), CYP2B6 516G>T (rs3745274), TNF-a -308G>A (rs1800629) and TNF-a
-238G>A (rs361525) were determined by real-time PCR with TagMan probes, using
the ABI 7500 platform (Applied Biosystems), and the protocol: 95°C for 10 min,
followed by 40 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. Genotyping was performed
blinded from clinical data and was repeated in 10% of the samples as a quality control
procedure.

Variables and definitions

The main outcome of the analysis was the mean CD4 count during the follow up, which
was used to analyze the immunological recovery process during HAART. The baseline
CD4 count was defined as the CD4 count immediately before HAART began. The
duration of follow up was defined as the time interval between the date of baseline CD4
count and the date of the latest CD4 count, considering a maximum period of ten years.
At the ambulatory follow-up was done about every six months; time period in which the
medications that the individual was using were recorded. Therefore, the total number
of observations was 3,820 and refers to 291 recruited patients, and all the regimens
used are shown in Table S1. This study investigated whether clinical, epidemiological
(viral load, baseline CD4 count, treatment, sex, age, ancestry) and genetics variables
are associated with the immunological recovery process. For each SNP, different
genotypic models (codominance, dominance, recessivity, additivity and
heterozygosity) were proposed to verify which one would best explain the
immunological recovery process during HAART.

Statistical analyses

The individuals’ characteristics were described using mean, median and standard
deviation for continuous variables and as absolute and relative frequency for
categorical data. Hardy—Weinberg equilibrium was calculated to evaluate the genotype
frequency distribution by the chi-square test implemented in the SNPassoc package of
the R program. To analyze the immunological recovery process, a mixed-effect linear
model (Ime function - nime package of program R) was implemented, which explored
all CD4 values of each individual during the analyzed period. This same model was
implemented to analyze the contribution of each clinical, epidemiological, and genetic
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variable on CD4 dynamics. Viral load was used on the logarithmic scale. A multivariate
mixed-effect linear model — initially adjusted with all variables that reached a p value
lower than 0.2 in the univariate models - was used to predict the mean of CD4 counts
during HAART. All calculations were performed using software R for Windows (version
3.5), and the associations were considered nominally significant at p value < 0.05.

RESULTS

Description of the population

Of the 291 patients included in the analysis, 165 (57%) were male, the average age
for treatment initiation was 36 years old. The mean count for CD4 at diagnosis,
baseline CD4 count, and the count at the end of the study were 365, 289 and 640
cells/mm?3, respectively. It was found that 43 and 66% of the individuals presented CD4
counts of <350 cells/mm? at diagnosis and at the beginning of treatment, respectively
(Tab 1). Fifty-three different therapeutic regimens were used during the evaluation
period at the ambulatory (Tab S1). The most common regimen recorded was
zidovudine, lamivudine and efavirenz (AZT+3TC+EFZ) (n = 959) followed by tenofovir,
lamivudine and efavirenz regimen (TDF+3TC+EFZ) (n = 755).

Frequencies of genetic polymorphisms

The most frequent CYP2B6 516G>T genotype was homozygous GG (41.9%).
Regarding ABCB1 3435C>T, the heterozygous genotype CT was the most frequent,
observed in 45.4% of the HIV-1 carriers. The wild-type (GG) genotype of TNFa -
308G>A and TNFa -238 G>A was observed in 71.5% and 86.6% of individuals. All
polymorphisms were found to be in Hardy Weinberg equilibrium and the allele and
genotype frequencies of the SNPs analyzed in this study are shown in Table 2.

Predicted CD4 count recovery based on baseline CD4 count

Table 3 shows the magnitude of CD4 recovery, after approximately 6 years of
treatment, based on baseline CD4 count. Among individuals with baseline CD4 counts
<200 cells/mm?3 only 42% reached values 2500 cells/mm?3 while 93% of the subjects
with baseline CD4 counts >500 cells/mm?3remained with CD4 count = 500 cells/mm?3.

Clinical, epidemiological and genetic variables and the impact on CD4 count
recovery during HAART

Overall, the CD4 counts increased rapidly from the baseline count for 12 months post
HAART initiation. Beyond that, there were smaller but steady increases in the average
counts up to the fourth-year post initiation. A plateau was observed around the fourth
year of treatment (Fig 1- A). The association of epidemiological variables with the CD4
count recovery showed that gender was a marginally significant variable (Tab 4; Fig 1-
B) and older individuals had a lower count (Tab 4). TDF+3TC+EFZ, regimens that
included protease inhibitors and regimens that included tenofovir were associated with
a significant increase in the mean CD4 over time. However the use regimens including
efavirenz was associated with lower mean CD4 count when compared to other
regimens implying that efavirenz association with other drugs were not as successful
as TDF+3TC+EFZ (Tab 4; Fig 1- C, D, E and F, respectively). The immunological
recovery kinetics was similar among different genotypic models proposed for each
SNP (Tab S2). Only the dominance model G CYP2B6 516G>T (p value < 0.2) was
considered for multivariate analysis (Tab 4; Fig 2).
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Multivariate analysis

A multivariate mixed-effects linear model was initially adjusted including: treatment
time, gender, age at diagnosis, age at start of treatment, viral load (logio),
TDF+3TC+EFZ, regimens including tenofovir, regimens including efavirenz and
CYP2B6 516G>T to predict the mean CD4 count during HAART. Our results indicate
that treatment time was associated with higher mean CD4 count while other factor
were associated with lower mean CD4 count (being older, having a higher viral load
and taking regimens including efavirenz) (Tab 5).

DISCUSSION

Although Brazil is highlighted country on the world stage for policies aimed at HIV/AIDS
based on prevention, early diagnosis, and free treatment, many patients are still
showing up late for care. The present study found that approximately 53% and 33% of
the patients treated fit into the category of late presenters (CD4 <350 cells/mm?3) and
presenters with advanced HIV disease (CD4 <200 cells/mm?), respectively, according
to the definitions proposed by the “European Later Presenter Consensus Working
group”?. These results were like other studies??, where more than 50% of all people
living with HIV/AIDS are diagnosed late. In the Federative Units in Brazil ranking, 100%
of them had an average CD4 at diagnosis below 300 cellss/mm? 22, This data is
significantly high, especially in Brazil, which has one of the best HIV/AIDS programs in
the world.

The data mentioned above is worrisome, since evidence from previous studies point
to a correlation between the baseline CD4 count and magnitude of its recovery during
HAART#6.7.1823 |n exploring this relationship, our study found that of the individuals
who started therapy with CD4 <200, 350 and 500 cells/mm?3, 58%, 45%, and 38%,
respectively, do not recover values above 500 cells/mm3. This result is consistent with
other studies, in which individuals who started treatment with CD4 <350 and <5002
cells/mm?3 showed immunological recovery failure after years of treatment*®; according
to Kelley et al.b, it is unlikely that they will reach the optimal immune recovery. Thus,
our results are consistent with the literature that states the need for the immune system
to be at least partially preserved so that the immune reconstitution is effective. It's
possible that the long period of infection without treatment has promoted the
exhaustion of the thymus?3. However, it is important to highlight that the laboratory
findings express that most patients in this study obtained good clinical evolution, with
67% reaching a value greater than 500 cells/mm?3. Reaching a CD4 count above 500
cells/mm? is closely connected with making it possible for PLWHA to achieve the same
mortality rates as the general population®®. Such benefits would not be restricted to the
patient's health but would also allow for a long-term reduction in costs related to AIDS
management and its comorbidities?®. These benefits would contribute to achieving the
target of ending the epidemic by 2030 as well6.

The analysis of the dynamics of CD4 recovery under HAART and the associated
factors was performed using a mixed-effect linear model. We observed that the CD4
recovery rate was faster in the first year of treatment, followed by gradual increases
until reaching a plateau in the fourth year of treatment. These results are similar to
other studies*®. According to Moore et al.#, regardless of CD4 baseline, values tend to
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increase up to approximately the fourth year of treatment. The present study registered
that 58% of immunosuppressed patients (200 cells/mm?) at the beginning of therapy,
on average, did not reach 500 cells/mm? at the end of 6 years of treatment. Considering
this period, it is possible to infer that most have already reached the plateau and will
not be able to achieve an adequate immune response?, even if the effective therapy
lasts 10 years® and other drugs are introduced?®.

Considering some risk factors, the univariate analysis revealed a trend of association
between the male gender and immunological recovery failure. Some studies have
indicated this association®’ and propose that behavioral factors, such as the tendency
of men to delay their exposure to treatment?’, which may compromise their thymic
function due to the advancement of the infection?®, may explain gender differences.
However, this has not been observed in other studies®?4. Some studies have shown
that age can be a predictor of immunological failure during therapy*?, and our study is
consistent with these findings. It is likely that the diminished thymus function, with
advancing age, may be partly responsible for this?32°, This aspect is relevant given the
growing number of patients starting antiretroviral treatment in old age or reaching
advanced age during treatment due to increased life expectancy.

Another important contribution of this study is the indication of the association between
immunological recovery and treatment with antiretrovirals. According to the literature,
the therapeutic regimen used can impact immune recovery, mainly by the development
of drug toxicity or resistance3. In the multivariate analysis, efavirenz has been
associated with a decrease in CD4 count. In analyzing this outcome, it was noted that
the majority of the patients who used Efavirenz did so outside the first-line regimen.
They were probably individuals who did not respond to the initial regimen and had
difficulty controlling viremia or other complications related to HIV infection. It is also
possible that, due to its wide long-term use in the market, there is an influence of viral
resistance.

Considering the analysis of the genetic association, it is pertinent to highlight that the
population investigated in this study is highly mixed, characterized mainly by the ethnic
mix between browns (61.5%), white colonizers, represented mainly by European
descendants (26.9%) and blacks (9.7%)*. It is known that the genetic background
influences the frequency of variants in genes involved in the response to therapy.
Therefore, when compared with the literature, ethnic differences between studies may
explain the differences observed in the frequencies of the investigated SNPs. For
example, we found a frequency of 24.9% for the T allele of CYP2B6 516G>T, while in
other studies it was approximately 35%?%°31, The analyses did not indicate an
association between CYP2B6 516G>T SNP and immune recovery during HAART,
consistent with other findings®?33. It was believed that since the presence of the TT
genotype may decrease the enzyme production in order to increase exposure to
efavirenz?13, it would be associated with immunological recovery failure due to the
occurrence of adverse effects and abandonment of therapy. However, the results
concerning this polymorphism and its effect on CD4 restoration during HAART are
controversial and still unclear. Queiroz et al.1° found that patients with TT genotype
showed a lower CD4 count when compared to the others. Paradoxically, other studies
have indicated that the TT genotype was associated with better recovery of CD41415
and the presence of the G allele is associated with a 70% increase in the risk of
immunological failure?.
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We also explored the SNP ABCB1 3435C>T since the TT genotype is associated with
a significant reduction in P-glycoprotein expression duodenal compared to the CC34
genotype. This would allow greater bioavailability of medicines, and therefore, a better
immune recovery®3. Fellay et al.® observed an association between the TT genotype
and the immunological recovery to HAART when compared to CC and CT. The authors
suggested that the immunological benefit observed was due to low expression of P-
glycoprotein in cells susceptible to HIV-1 infection and lymphocytes!’3°, which allowed
greater penetration of antiretrovirals. However, our findings corroborate other previous
observations3336:37 that showed no association between the SNP ABCB1 3435C>T
and the outcome analyzed. Several studies have investigated the contribution of
variants in genes that code for cytokines'!, since high levels of TNF-a promote a high
level of immune activation, inducing apoptosis in CD4 cells'®38, Records point out that
TNF-a -308G>A SNP is associated with high transcriptional activity, suggesting the
association of the A allele with the progression of diseases3. However, although the
aforementioned studies suggest that TNF-a is a mediator of CD4 loss, our results for
TNF-a - 308G>A and -238G>A SNPs and their effects on immune recovery during
HAART are still unclear, similar to other findings#®#1, It is possible that the extremely
low frequency of allele A has affected the power to detect some significant differences
between genotypes.

Our study had some important strengths. First, the follow-up was approximately 6
years, a sufficient period to analyze the immune recovery process. Second, the
guidelines on the frequency of monitoring the CD4 count have changed substantially
in the past decade; the lack of regularity in attending consultations and the differences
in the duration of the follow-up impacted the number of values of CD4 among
individuals. However, the mixed-effect linear model implemented is robust and flexible
enough to take these conditions into account. Third, the Brazilian population, especially
the population of Western Bahia, is underrepresented in genomic research. By
increasing the representativeness of this population, this study contributes to improving
the understanding the consequences caused by genetic variation, especially about
response to treatment of infectious diseases. Studying underrepresented populations
can identify the broader relevance of a finding and ensure that benefits of
pharmacogenetics are not the privileges of only a few*2. In contrast, this study faced
the limitations imposed by a retrospective nature. Even because it is a naturalistic
study, there was caution in attributing some outcome to a specific drug, as the patients
were exposed to multiple drug therapy. Finally, the sample size may not have been
sufficient to achieve statistical significance for the SNPs rs1800629 and TNF-a
rs361525, due to the very low frequency of the variants in the studied population.

This study contributed with important implications to clinical policy and practice.
Despite the free dispensation of antiretrovirals and the media campaigns, the
proportion of patients who start treatment late was high. It is essential that more
effective strategies be implemented, as late diagnosis continues to undermine the
impact of treatment. In this context, this study supports the existence of benefits for
immediate initiation of HAART after diagnosis since once having reached a 500
cellss/mm?3 CD4 value has a significant impact on the quality of life and life expectancy.
Given the importance of genetic markers such as predictive tools in the context of
HAART and considering the lack of consensus in the literature, replication studies are
needed, with greater sample size and prospective nature. Finally, it is essential that
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the efforts to increase the representation of diverse populations continue in the
genomics area so that access to precision medicine is not unequal.
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Table 1. Description of population included in the analysis (n=291)

Variable Value
Male, n(%) 165(0.57)
Age at diagnosis, years, M/Md/Std(n) 35/34/11(291)
Age at starting of ART, years, M/Md/Std(n) 36/35/11(291)
Self reported ancestry, n(%)
Brown 122(0.42)
White 60(0.21)
Black 35(0.12)
Other 6(0.02)
Missing data 68(0.23)
CD4 count at diagnosis, cells/mm3, M/Md/Std(n) 365/323/289(291)
Distribution of CD4 count at diagnosis, n(%)
<100 59(0.20)
>100 ou 200 39(0.13)
>200 ou <350 57(0.20)
>350 ou <500 67(0.23)
>500 69(0.24)
Baseline CD4 count, cells/mm3, M/Md/Std(n) 289/277/205(261)
Missing data, n(%) 30(0,1)
Distribution of baseline CD4 count, n(%)
<100 57(0.22)
>100 ou <200 40(0.15)
>200 ou <350 75(0.29)
>350 ou <500 59(0.23)
>500 30(0.11)
Last CD4 count, cells/rmm3, M/Md/Std(n) 640/613/295(291)
Distribution of last CD4 count, n(%)
<100 5(0.02)
>100 ou <200 9(0.03)
>200 ou <350 34(0.12)
>350 ou <500 49(0.17)
>500 194(0.67)
Viral load at diagnosis, copies/ml, M/Md/Std(n) 156.524/20.949/540.744(291)
Baseline viral load, copies/ml, M/Md/Std(n) 178.713/30.746/288.782(261)
Missing data, n(%) 30(0,1)

Last viral load, copies/ml, M/Md/Std(n)

3.220/50/38.199(291)

Follow-up duration, days, M/Md/Std(n)
Duration of treatment, days, M/Md/Std(n)

2.420/1.897/1.710(291)
2.176/1.727/1.636(291)

ART regimens including at least n(%)

NRTI 290(0.99)
NNRTI 210(0.72)
PI 74(0.25)
NRTI+NNRTI 100(0.34)
NRTI+PI 89(0.31)
NRTI+INI 50(0.17)
TDF 206(0.71)
EFZ 202(0.69)

n, number of individuals; M/Md/Std, Mean/Median/Standard Deviation; NRTI, nucleoside
reverse-transcriptase inhibitor; NNRTI, nonnucleoside reverse-transcriptase inhibitor; PlI,

protease inhibitor; TDF, tenofovir; EFZ, efavirenz.
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Table 2. Genotype, allele frequencies and Hardy Weinberg Equilibrium calculation of selected SNPs.

Frequency Hardy Weinberg Missing data
cIC 108(0.37)
ABCB1 3435C>T  C/T 132(0.45)
(rs1045642) /T 48(0,17) 0,4626 3(0,01)
c (0,60)
GIG 122(0,42)
CYP2B6516G>T  GIT 110(0,38)
(rs3745274) T 34(0,12) 02701 25(0,09)
G (0,67)
GIG 208(0,72)
TNFa -308G>A  GIA 69(0,24)
(rs1800629) AA 3(0,01) 04389 11(0,04)
G (0,87)
GIG 252(0,87)
TNFa-238 G>A  GJA 26(0.09)
(rs361525) AA 2(0,006) 01783 11(0,04)
G (0,95)

n(%); n, number of individuals.

Table 3. Predicted CD4 count recovery based on baseline CD4 count (cells/mms3).

Baseline CD4 Predicted CD4 Predicted CD4 Predicted CD4 Predicted CD4
count <200 <350 <500 >500
<200 97(0.37) 11(0.11) 34(0.35) 56(0.58) 41(0.42)
<350 172(0.66) 12(0.07) 41(0.24) 78(0.45) 94(0.55)
<500 231(0.89) 13(0.06) 44(0.19) 87(0.38) 144(0.62
>500 30(0.11) 0(0) 0(0) 2(0.07) 28(0.93)

n(%); n, number of individuals.
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Table 4. Univariate analyses of the effects of different variables on the CD4 count recovery during HAART.

Variable n (%) Coefficient SE DF t p value
Gender Female 126(43) 588,61 22,26 2337 26 0.0501
(n=291) Male 165(57) -58,39 29,68 288 2 7
. . Intercept 653,89 48,05 2337 14
Age at diagnosis (n=291) 5o (ye?ars) 291(100) 2,83 132 288  .p 00032
Age at starting of ART  Intercept 653,52 49,79 2337 13
(n=291) Age (years) 291(100) -2,75 1,34 288 -2 0,0408
Yellow 3(1) 604,97 144,60 1833 4
Self reported ancestry Wh'ite 60(21) -13,76 148,31 217 0
(n=222) Indigenous 3(1) 1,13 203,73 217 0 0.944
Black 35(12) -47,32 150,70 217 0
Brown 122(42) 4345 146,42 217 0
Viral load, copies/mL Intercept 698,13 17,66 2336 40 <0.0001
(n=291) Viral load log10 291(100) -75,00 5,28 2336 -14 '
Duration of treatment Intercept 465,55 15,73 2336 30 <0.0001
(n=291) Time (days) 291(100) 0,09 0,00 2336 20 '
s No 1398 535,96 15,39 2330 35
Protease inhibitor (n=291) Yes 555 84.90 14.89 2330 6 <0,0001
No 1501 539,20 15,83 2330 34
TDF+3TC+EFZ (n=291) Yes 450 5274 1812 2330 3 0,004
Tenofovir No 1174 495,52 17,15 2330 29 <0.0001
(n=291) Yes 779 103,48 14,09 2330 7 '
Efavirenz No 759 607,68 17,20 2330 35 <0.0001
(n=291) Yes 1194 -92,35 14,76 2330 -6 '
ABCBL1 3435C>T CIT+TIT 180 547,93 18,80 2325 29,14 05251
(rs1045642) C/C 108 19,23 31,00 285 0,62
CYP2B6 516G>T GIG + GIT 232 544,24 16,58 2187 32,82 01884
(rs3745274) TIT 34 62,13 47,11 263 132
TNF-a -308G>A GIG + G/A 277 553,35 1496 2274 36,98 02885
(rs1800629) A/A 3 -151,23 142,21 277 -106
TNF-a -238 G>A G/G + G/IA 278 556,24 15,14 2253 36,73 0.7567
(rs361525) AJA 2 58,05 187,17 277 0,31

n, number of individuals; SE, standard error; DF, degrees of freedom

Table 5. Multivariate analyses of the effects of different variables on the CD4 count recovery during HAART.

Variable Coefficient SE DF t p value
Intercept 726,84 49,59 2328 14,66 <0,001
Duration of treatment, days 0,08 0,00 2328 17,21 <0,001
Age at diagnosis, years -3,19 1,30 288 -2,46 0,0145
Viral load log10, copies/mL -57,17 5,06 2328 -11,30 <0,001
Efavirenz -51,59 13,72 2328 -3,76 0,0002

SE, standard error; DF, degrees of freedom
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Figure 1. Clinical and epidemiological variables and the impact on CD4 count recovery during HAART.
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Figure 2. CD4 count recovery during HAART according to the CYP2B6 G516T genotypes.
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Table S1. Therapeutic regimens used during follow-up and number of observations.

Therapeutic regimens Number of observations

AZT/3TC/EFV 959
TDF/3TC/EFV 755
AZT/3TC/LPVIRTV 319
TDF/3TC/DTG 262
TDF/3TC/IATVIRTV 232
AZT/3TC/INVP 182
AZT/3TC/ATVIRTV 105
TDF/3TC/LPV/RTV 72
AZT/3TC/ATV 38
TDF/DDI/LPV/RTV 31
AZT/DDI/NVP 29
AZT/3TC/LPV 26
DAT/3TC/EFV 26
ABC/DDI/ATVIRTV 21
AZT/DDI/LPV 21
TDF/3TC/IAZT/LPVIRTV 19
TDF/DDI/ATVIRTV 15
AZT/LPV/ISQVIRTV 11
TDF/3TC/IATV 11
TDF/3TC/EFV/DRV/IRTV 11
AZT/3TC/TDF/ATVIRTV 10
AZT/3TCINFV
TDF/3TC/RAL
TDF/LPV/RTV/RAL
ABC/3TC/EFV
ABC/DDI/LPV/RTV
AZT/3TC/ATVIRTVIDTG
AZTINFV
TDF/3TC/LPV/RTV/SQV
AZT/3TC
TDF/3TC/EFV/IDRV
TDF/ATV/IRTVIDTG
ABC/3TC/DDI/LPV/IRTV
TDF/ATV
TDF/DRV/RTV/DTG
TDF/EFV/ATVIRTV
DAT/3TCINFV
DTG/3TC/ATV/IRTV
TDF/LPVIDTG
ABC/3TC/DDI/ATVIRTV
AZT/3TC/IDTG
DRV/RAL/RTV
TDF/DDI/EFV
ABC/3TC/ATVIRTV
ABC/DDI/EFV
DDI/3TC/ATVIRTV
TDF/3TC/IATVIRTVIDTG
TDF/DRV/RTV/RAL
AZT/DDI/IDV
DAT/3TC/IDV
TDF/3TC/IAZT
TDF/3TC/LPV
TDF/LPV/IRTVIDTG
No HAART 529
Total = 3820

RPRRPRRRPNNNNNOOWWRRARNRMTATOODOO O~~~ ~ ~ 00 0
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Table S2. Univariate analyses of the effects of genetic variables on the CD4 count recovery during HAART.

Variant Model Group Coefficient SE DF t p value
C/IC +CIT 554,19 16,40 2325 33,79 0.9048
Dominance C TIT 4,79 39,98 285 0,12
CIT+TIT 547,93 18,80 2325 29,14 05251
Recessive C c/C 19,23 31,00 285 0,62 '
c/C 567,16 24,69 2325 22,97
ABCB1
3435C>T (o7a) -23,24 33,06 284 -0,70 0.7756
(rs1045642) Codominance TIT -8,17 44,07 284 -0,19
CIC+T/T 564,59 20,42 2325 27,65 0.4928
Heterosis CIT -20,67 29,98 285 -0,69
2 567,16 24,69 2325 22,97
1 -23,24 33,06 284 -0,70 0.7756
Additive C 0 -8,17 44,07 284 -0,19
G/IG + GIT 544,24 16,58 2187 32,82 01884
Dominance G TIT 62,13 47,11 263 1,32
GIT+TIT 554,54 21,25 2187 26,10 08572
Recessive G GIG -5,63 31,23 263 -0,18
GIG 548,91 22,85 2187 24,02
g}ggf? GIT -9,93 33,28 262 -0,30 0.4033
(rs3745274) Codominance T/T 57,45 49,73 262 1,16
GIG+TIT 561,04 20,30 2187 27,63 0.4858
Heterosis GIT -22,05 31,59 263 -0,70 '
2 548,91 22,85 2187 24,02
1 -9,93 33,28 262 -0,30 0.4033
Additive G 0 57,45 49,73 262 1,16
GI/G + G/IA 553,35 14,96 2274 36,98 0.2885
Dominance G AIA -151,23 142,21 277 -1,06 7’
G/A+ AIA 534,71 29,58 2274 18,08 0.5074
Recessive G GIG 22,72 34,24 277 0,66
GIG 557,44 17,25 2274 32,32
31(;’;23 A G/A -16,67 34,82 276 -0,48 0.5082
(rs1800629) Codominance A/A -155,33 142,67 276 -1,09
GIG + AIA 555,17 17,12 2274 32,42 0.6790
Heterosis G/A -14,40 34,77 277 -0,41 '
2 557,44 17,25 2274 32,32
1 -16,67 34,82 276 -0,48 0.5082
Additive G 0 -155,33 142,67 276 -1,09
GI/G + G/IA 556,24 15,14 2253 36,73 0.7567
Dominance G AIA 58,05 187,17 277 0,31
G/A+ AIA 569,56 48,59 2253 11,72 0.7796
Recessive G G/G -14,32 51,12 277 -0,28 '
TNFa G/G 555,24 15,91 2253 34,91
-238 G>A G/A 11,06 52,86 276 0,21 0.9986
(rs361525) codominance AJA 59,03 187,52 276 0,31
GIG + AIA 555,67 15,83 2253 35,11 0.9592
Heterosis G/A 10,64 52,76 277 0,20 '
N 2 555,24 15,91 2253 34,91 0.9986
Additive G 1 11,06 52,86 276 0,21
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0 59,03 187,52 276 0,31

SE, standard error; DF, degrees of freedom



