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“Zero novas infeccdes pelo HIV.
Zero discriminacéo.

Zero oObitos relacionados a AIDS.”
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Resumo

A infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) pode promover a sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Os antirretrovirais reduziram as mortes
relacionadas a AIDS. Os antirretrovirais sdo absorvidos e metabolizados em diversas
células. Existe variabilidade na resposta a esses medicamentos. Portanto,
polimorfismos genéticos em vias farmacocinéticas podem afetar o resultado
terapéutico. O objetivo do presente estudo foi avaliar se diferentes perfis genéticos
estao relacionados com a falha viroldgica de antirretrovirais de primeira linha, definida
como presencga de carga viral detectavel no sangue apesar de um ano de terapia.
Foram recrutados 187 pacientes em tratamento na regido metropolitana de Recife —
PE para um estudo de caso controle (160 sucessos e 27 falhas). Foram analisadas
variaveis clinicas e epidemioldgicas, como sexo, idade e massa corporal,
medicamentos prescritos, carga viral e contagem de células T CD4+. Sete
polimorfismos em cinco genes (ABCB1, ABCC1, CYP2B6, SLC22A1 e SLCO3Al)
foram genotipados. Nao foram observadas associacdes entre os polimorfismos dos
genes CYP2B6, SLC22A1 e SLCO3A1 com a falha virol6gica. Andlises por regressao
logistica indicaram que polimorfismos nos genes ABCB1 (rs1045642) e ABCC1
(rs212091) estiveram significativamente associados com a ocorréncia de falha de
esquemas contendo inibidores de protease (OR=5,01, p=0,045 e OR=6,50, p=0,02,
respectivamente). Os resultados poderdo contribuir para o entendimento da
variabilidade na resposta ao tratamento anti-HIV e ajudar a identificar pacientes em
risco de falha, auxiliando na orientacdo da escolha do primeiro esquema terapéutico.

Palavras-chave: farmacogenética; terapia antirretroviral; falha terapéutica; HIV-1.
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Abstract

Human immunodeficiency virus (HIV) infection may promote the acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS). Antiretroviral drugs help prevent more AIDS
related deaths. These drugs are absorved and metabolized on several cells. There is
interindividual variability of treatment outcome of antiretroviral treatment. Thus, genetic
polymorphisms on pharmacokinetic pathways could influence therapy result. The
present study aimed to assess if different genetic backgrounds are related to virologic
failure of first line antiretroviral drugs regimens, which was defined as the presence of
viral load despite one year of therapy. One-hundred eighty seven patients of
metropolitan region of Recife — PE were recruited for a case-control study (160
successes and 27 failures). Clinical and epidemiologic data were analyzed, such as
sex, age and body mass, prescribed drugs and pre-treatment viral load and CD4+ T
cell count. Seven polymorphisms in five genes (ABCB1, ABCC1, CYP2B6, SLC22A1
and SLCO3Al) were genotyped. We did not find association between CYP2B6,
SLC22A1 and SLCO3A1 polymorphisms and virologic failure. Logistic regression
analysis showed a statiscally significant association between polymorphisms on
ABCB1 (rs1045642) and ABCC1 (rs212091) with virological failure of regimens
containing protease inhibitors (OR=5.01, p=0.045 e OR=6.50, p=0.02, respectively).
Our results could contribute to understand the causes of interindividual variability on
treatment response and identify patients with risk of virological failure, thus help the
choice of the first drug regimen prescription for the patient.

Keywords: pharmacogenetics; antiretroviral therapy; therapy failure, HIV-1.
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1. INTRODUCAO

A conclusédo do Projeto Genoma Humano em 2003 forneceu a comunidade
cientifica uma vasta quantidade de informagdo sobre os fundamentos da
hereditariedade humana, evidenciando a presenca de variacdo genética entre 0s
individuos.

Boa parte dessa variacdo consiste em polimorfismos de Unico nucleotideo
(SNPs), diferencas pontuais entre duas ou mais sequéncias de nucleotideos em
comparacao. Os SNPs podem resultar em consequéncias funcionais importantes para
a atividade génica, alterando niveis de expressao ou modificando aminoécidos na
sequéncia proteica.

Devido a essa importancia funcional, os SNPs vém sendo alvo de investigagao
para saber seus efeitos sobre o desenvolvimento de doengas autoimunes, cancer,
imunidade contra doencgas infecciosas e na resposta a tratamentos terapéuticos. A
area de estudo que investiga como a variabilidade genética do individuo influencia nas
respostas medicamentosas é chamada de farmacogenética, a qual procura
compreender as bases genéticas das diferencas interpessoais em relacdo a eficacia
e toxicidade dos diversos tratamentos terapéuticos contra as mais diversas patologias.

Atualmente, a farmacogenética é uma area em expansao, abrangendo estudos
sobre a influéncia da variabilidade genética sobre o resultado de terapias contra, por
exemplo, doengas infecciosas, como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), causada pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1, o HIV-1. O presente
estudo pretende investigar se o perfil genético do individuo influencia no resultado final
do tratamento terapéutico anti-HIV, estando relacionado a falha terapéutica de

esquemas antirretrovirais.



Assim, o presente estudo pretende contribuir para o entendimento da
variabilidade entre os individuos no que diz respeito ao sucesso do tratamento anti-
HIV, o que no futuro permitira a otimizacao e personalizacédo da escolha do tratamento,

melhorando a eficacia do tratamento e a qualidade de vida dos pacientes.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO UM (HIV-1)

2.1.1 Historico

Em junho de 1981, o Center for Disease Control (CDC) publicou em seu
semanario de informacdes epidemiolégicas um relato de cinco homens jovens
de Los Angeles (EUA) acometidos por uma doenca incomum, a pneumonia
causada por Pneumocystis carinii, 0 que indicava uma disfuncao do sistema imune.
Dois fatos chamaram a atencdo dos clinicos envolvidos: 0s pacientes eram
homossexuais e ndo havia registro anterior de imunodeficiéncia. Com isso, foi
levantada a hipotese de que existia algum fator associado ao contato sexual que
predisporia individuos a infeccfes oportunistas (Center for Disease Control, 1981).

Para investigar essa hipotese, o CDC comandou uma forca tarefa de
vigilancia nacional para identificar os fatores de risco associados a essa nova
doenca, que foi nomeada de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS, na
sigla em inglés) (Center for Disease Control, 1982a).

Nos meses seguintes, 0 CDC publicou relatos de que usuarios de drogas
intravenosas e haitianos recém-chegados aos EUA sem historico de sexo
homossexual que apresentavam sinais similares aos dos cinco homens de Los
Angeles. Em seguida, surgiram relatos de que hemofilicos que desenvolveram
pneumonia pneumocistica. Esses acontecimentos evidenciaram que o0 agente
etiologico da AIDS era transmissivel também por sexo heterossexual e por sangue
ou hemoderivados contaminados por um agente até entdo desconhecido (Center

for Disease Control, 1982b).



Em marco de 1983, apos o relato de mais de 1200 casos de AIDS, tanto nos
EUA quanto em 15 outros paises, o CDC publicava as primeiras conclusdes de que
a AIDS era de fato transmissivel por um agente infeccioso (embora ainda
desconhecido a época), o qual era capaz de ser transmitido em laténcia clinica,
antes mesmo de causar AIDS. Além disso, foi reconhecido pela primeira vez o fato
preocupante de que os casos reportados de AIDS subestimavam o numero de
pessoas infectadas. As recomendac¢des incluiam que pessoas em risco de contrair
o virus (usuarios de drogas ilicitas injetaveis ou pessoas com multiplos parceiros
sexuais) reduzissem 0 numero parceiros sexuais e que ndo doassem sangue ou
plasma (Center for Disease Control, 1983).

Com o progresso dos estudos, em 1983, dois grupos independentemente
isolaram o retrovirus de células do sistema imune de pacientes com sintomas de
AIDS que mais tarde iria ser conhecido como o virus da imunodeficiéncia humana
tipo 1 (HIV-1) (Barre-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983).

Investigacdes retrospectivas evidenciaram que o HIV-1 surgiu na Africa.
Determinou-se que um virus que infectava chimpanzés passou a infectar humanos,
provavelmente cacadores. Apds um processo de adaptacdo ao hospedeiro
humano, passou a ser transmissivel entre pessoas. Fatores sociais como a
exploracdo sexual e baixo indice de tratamento para doencas sexualmente
transmissiveis ulcerativas (que facilitam a transmissdo do HIV) no inicio do século
XX na Africa Central contribuiram para a proliferacédo do HIV na Africa (De Cock et
al., 2011).

Com a intensificagdo da migracdo humana na segunda metade do século
XX, 0 subtipo B do HIV-1 foi entédo introduzido no Haiti por volta da segunda metade

da década de 1960. De 14, o virus foi introduzido nos EUA e em outras partes do



mundo, onde permaneceu em circulacéo por mais de uma década até o surgimento
dos primeiros casos de AIDS. Estima-se que milhares de americanos ja haviam

sido infectados no fim da década de 1970 (Gilbert et al., 2007).

2.1.2 Epidemiologia

Em poucos anos, a infec¢do pelo HIV-1 ganhou o status de uma pandemia.
Atualmente estima-se que existam cerca de 33 milhdes de pessoas vivendo com 0
HIV ao redor do mundo, com prevaléncias caracteristicas de cada pais (Figura 1).
Dessas, 1,4 milhdo vivem nas Américas Central e do Sul. O Brasil abriga um terco
desse montante, com prevaléncia estabilizada em cerca de 1% da populacéo

(UNAIDS, 2010).

Semdados  <0,1% 0,1%-0,5% 0.5%-1% W 1%-5% W 5%-15% B 15%-28%

Figura 1. Prevaléncia mundial do HIV-1. Atualmente 33 milhdes de pessoas vivem com o HIV-1. A
prevaléncia varia entre 0s paises, atingindo niveis tao altos quanto 28% da populacao em alguns
paises africanos. Adaptado de UNAIDS (2010).

Taxas de prevaléncia estdo estaveis em 0,4% nas mulheres e 0,8% nos

homens entre 15 a 49 anos desde 2004. Estudos conduzidos em capitais brasileiras
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registram prevaléncia de 5,9% entre usuarios de drogas injetaveis ilicitas, de 10,5%
entre homens que fazem sexo com homens e 4,9% entre profissionais do sexo.
Com isso, estima-se que exista 1,7 homens infectados com HIV-1 para cada mulher
infectada (Ministério da Saude, 2012).

Com relacdo a regidao Nordeste, registra-se a incidéncia de 6,9 casos de
AIDS para cada 100.000 habitantes em 2010, correspondendo a 12,9% dos total
de casos no Brasil. Pernambuco possui 0 segundo maior numero de casos (18.215,
correspondendo a 23,1% dos casos da regido Nordeste), precedido pelo estado da

Bahia (Ministério da Saude, 2012).

2.1.3 Estrutura genética do HIV-1

O HIV-1 € um lentivirus envelopado com um genoma composto por duas
moléculas de RNA de fita simples. Contém 9181 nucleotideos, distribuidos em nove
matrizes abertas de leitura (ORF) que codificam 14 proteinas caracteristicas da
familia dos retrovirus (Figura 2). Algumas sao proteinas estruturais, como a
proteina de matriz (p17), do capsideo (p24) e nucleocapsideo (p7), e a proteina p6,
codificadas pelo gag; e gp120 e gp41l, envolvidas na formacao do envelope viral
lipoproteico e codificadas pelo env (Watts et al., 2009).

A ORF gag-pol gera um polipeptideo que contém a transcriptase reversa
(TR), a protease (P) e a integrase, envolvidas na replicacdo, maturacdo e
capacidade infecciosa da particula viral. Seis genes acessorios, envolvidos na
infeccdo e patogénese (vif, vpr, tat, rev, nef e vpu) também s&o reconhecidos.
Flanqueando esses genes, em ambas as extremidades 5’ e 3' do genoma, existem

repeticbes terminais longas (LTR), envolvidas na insercdo do genoma viral no



hospedeiro, bem como na regulacdo da expressao de genes virais (Watts et al.,

2009; HIV Sequence Compendium 2012, 2011).

2.1.4 Infeccéo, dinamica viral e patogénese
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Figura 2. Esquema do genoma do HIV-1, onde séo representados os genes que codificam as 14
proteinas virais, algumas estruturais (pl17, p24, p7, p6, gpl20 e gp4l), outras envolvidas na
replicacdo viral (protease ou P, transcriptase reversa ou TR, integrase) e acessorias envolvidas
na patogénese (vif, vpr, tat, rev,nef e vpu). Flanqueando esses genes, existem repeticdes terminais
longas (LTR), envolvidas na regulacdo do genoma. Figura modificada a partir de Watts et al.
(2009).

O HIV-1 possui afinidade por células T CD4+ auxiliares, embora seja capaz
de infectar outras células linfoides como linfécitos T CD8+, macréfagos e células
dendriticas. As células infectadas liberam particulas virais maduras no meio
extracelular/plasma sanguineo e certas secre¢des corporais (sémen, fluido vaginal,
leite materno), que entdo sdo transmitidas para outro individuo, principalmente
através do contato sexual desprotegido, amamentacdo ou uso de seringas
contaminadas (Kilmarx, 2009).

O ciclo de vida do HIV-1 pode ser representado em seis etapas: ligacéo e
entrada na célula, desnudamento, transcricdo reversa, integracéo proviral, sintese
de material viral e sua montagem e por fim, brotamento da célula e maturagéo
(Fanales-Belasio et al., 2010).

As proteinas gpl20 e gp4l do envelope viral sdo reconhecidas pelas

proteinas CD4 e receptores de quimiocinas presentes nas células linfoides, fazendo
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com que ocorra a fusdo da membrana do envelope viral com a da célula e a
penetracdo do capsideo no meio intracelular (Fanales-Belasio et al., 2010).

Em seguida, o capsideo viral € desmontado (desnudamento), liberando o
genoma de RNA viral, o qual é convertido em DNA de fita dupla (genoma proviral)
através da TR. Com o auxilio da integrase viral, 0 genoma proviral € inserido no
genoma celular, de onde comanda a sintese de material viral, ou seja, RNA
gendmico e proteinas virais, que sdo montados em novas particulas virais, que
entdo brotam da célula, levando consigo porcdes da membrana celular para
constituir um novo envelope.

Ja no meio extracelular, a P viral cliva polipeptideos gag-pol, maturando o
virus para um novo ciclo infeccioso (Votteler J e Schubert U, 2008). A Figura 3

esquematiza o ciclo de vida viral.
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Figura 3. Ciclo de vida do HIV-1. O virus usa receptores presentes na membrana celular para
entrar na célula, onde o capsideo é desmontado, expondo o material genético do virus, o qual &
integrado no genoma celular, de onde comanda a sintese de material viral. Novos virus sao
montados, brotam da célula e sofrem maturagdo para um novo ciclo infeccioso. Adaptado de
Votteler e Schubert (2008).



Durante os dias iniciais do contato com o virus, as células infectadas
(principalmente macrofagos distribuidos nas mucosas) migram para tecidos
linfoides, onde o contato direto intercelular favorece a disseminacao viral. O HIV-1
subverte a resposta imune local, favorecendo sua replicacéo, o que leva a uma fase
aguda, caracterizada por uma grande quantidade de virus circulando no plasma
sanguineo, frequentemente em titulacées superiores a 108 copias/mL de plasma,
pois a resposta imune adaptativa ainda n&do foi desenvolvida, aumentando o
potencial infeccioso do individuo. Apenas um terco dos adultos infectados
apresentam sintomas (febre, mal-estar ou até mesmo encefalite) nos primeiros seis
meses apos a exposicao ao virus (Sleasman e Goodenow, 2003).

ApoOs a fase aguda da infeccdo, o sistema imune do hospedeiro comeca a
criar a resposta imune contra a presenca do virus, fazendo com que a viremia
diminua em magnitude e seja estabilizada. No entanto, o HIV-1 apresenta varios
mecanismos de escape da resposta imune, entrando em laténcia nas células
infectadas, formando “reservatorios” virais. Transientemente, ocorrem picos de
replicacéo virais, causando doenca crdnica e assintomatica nos tecidos linfoides
(Fanales-Belasio et al., 2010).

Dessa forma, a historia natural da infeccao pelo HIV-1 pode ser entendida
como um mecanismo de “tap and drain” (algo como “torneira e ralo” no portugués).
O componente tap equivaleria a capacidade do timo do hospedeiro em repor células
CD4+, enquanto o drain equivaleria ao ritmo em que as células CD4+ séo
destruidas pelo virus e pela resposta imune citotoxica. Ao longo dos anos de
doenca crbnica pelo HIV-1, a capacidade de restauracdo do sistema imune vai
sendo exaurida e ndo mais consegue equilibrar as perdas causadas pelo HIV-1,

resultando num crescente déficit de células T CD4+ (Sleasman e Goodenow, 2003).
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Com isso, 10 anos apds a exposicao ao HIV-1 (em média), niveis de CD4+
atingem valores abaixo de 200 células/pL de sangue, o que caracteriza o estagio
clinico de AIDS, visto que nesse momento, o individuo passa a estar em grande
risco de desenvolver doenca constitucional (sinais e sintomas com duracédo maior
que um més; febre, diarreia e perda de massa corporal) e canceres, bem com
contrair infec¢des oportunistas (Hutchinson, 2001).

Portanto, a infeccdo por HIV-1 € uma doenca cronica com estagios
geralmente distintos (Figura 4) e é invariavelmente fatal se ndo tratada com

antirretrovirais usados na pratica clinica (ver item 2.2 a seguir).
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Figura 4. Histéria natural da infeccdo pelo HIV-1. A infeccdo priméaria é marcada por uma alta
viremia (linha pontilhada) que acompanha na queda do nimero de linfocitos CD4+ (linha sélida).
Quando a resposta imune adaptativa ao HIV-1 é estabelecida, ha uma queda na producéo viral e
uma leve recuperacdo das células CD4+. Geralmente apds anos de infeccdo crdnica, o sistema
imune falha gradualmente, permitindo a replicacdo descontrolada do HIV-1, com consequente
destruicdo de células CD4+, estabelecendo a imunodeficiéncia (fase de AIDS) e aumentando o
risco de infec¢Bes oportunistas e doencas constitucionais. Sem tratamento, a infec¢do pelo HIV-1

invariavelmente leva a 6bito. Adaptado a partir de Fanales-Belasio et al. (2010).
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2.2 A TERAPIA ANTI-HIV

2.2.1 Antirretrovirais

Os anos seguintes a descoberta do HIV-1 foram marcados por intensa
pesquisa da comunidade cientifica mundial e resultou no desenvolvimento dos
primeiros medicamentos anti-HIV. Em 1987, foi lancada a azidotimidina (AZT),
também conhecida como zidovudina (ZDV), o primeiro antirretroviral. Ensaios
clinicos demonstraram que a ZDV aumentava a sobrevida dos pacientes, embora
nao prolongadamente. Com isso, houve a necessidade da busca de novos
remeédios para combater o HIV-1 (Vella et al., 2012).

O uso de apenas um antirretroviral logo se demonstrou ineficaz para obter a
supresséao da replicacéo viral. Isso ocorre devido a intrinseca alta taxa de mutacdes
no genoma do HIV-1, ocasionado pela TR, a qual é sujeita a erros e ndo possui
atividade revisora (inserindo um erro a cada ciclo replicativo, em média). Como
bilhdes de virus sao produzidos diariamente nas células infectadas, se houver o
surgimento de uma variante com uma mutacdo que confira resisténcia ao
medicamento, ela sera selecionada devido a pressdo seletiva imposta pela
presenca do antirretroviral. Com isso, essa variante logo crescera em frequéncia,
tornando o tratamento ineficaz (Tang e Shafer, 2012).

Observacdes de ensaios clinicos evidenciaram que o tratamento anti-HIV
poderia ter uma maior eficacia através da combinagdo de antirretrovirais quando
comparada com a monoterapia (Hammer et al., 1996).

Dessa forma, emergiu o conceito da terapia antirretroviral altamente efetiva
(do inglés highly active antiretroviral therapy, HAART), a qual é caracterizada pela
combinacdo de trés drogas antirretrovirais, pois as chances do virus se tornar

resistente a trés drogas simultaneamente sao reduzidas, efetivamente melhorando
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0 prognostico de pacientes, promovendo queda da carga viral e recuperacao do
sistema imune. As drogas atualmente presentes no mercado podem ser divididas
em quatro classes de acordo com o seu modo de acao (Cressey e Lallemant, 2007):

e Inibidores Analogos a Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INTR): sao
analogos de nucleosideos ou nucleotideos que interrompem a sintese do
material genético do virus.

e Inibidores Nao-Andlogos a Nucleosideos da Transcriptase Reversa
(INNTR): impedem a sintese do material genético do virus por se ligarem a
sitios alostéricos da transcriptase reversa, inibindo sua atividade.

e Inibidores da Protease (IP): interagem com a protease viral, impedindo o
processamento correto das proteinas, abolindo sua infectividade.

e Inibidores de Fusdo: ligam-se a proteinas de membrana celulares que
servem de receptores ou co-receptores para o virus, impedindo a fusdo do
virus na membrana da célula hospedeira.

Diretrizes atuais recomendam o uso de trés drogas em combinacéo, sendo
obrigatoriamente duas da classe dos INTR (o backbone do esquema) e a outra
sendo uma da classe dos INNTR ou dos IP (Alves et al., 2012).

O Brasil distribui universal e gratuitamente 19 formulaces de antirretrovirais
para os individuos HIV+ desde 1996 (Tabela 1); (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Diretrizes nacionais recomendam que a primeira opcado de esquema
terapéutico inicial (ou de primeira linha) consista da combinacdo de INTRs
AZT+3TC (300 mg + 150 mg, duas vezes ao dia) mais um INNTR,
preferencialmente 600 mg de efavirenz (EFZ) uma vez ao dia ou, alternativamente,
200 mg de nevirapina (NVP), duas vezes ao dia. A segunda opcdo de esquema

inicial € administrar AZT+3TC mais um I[P, preferencialmente a combinacdo
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lopinavir+ritonavir (LPV/r) 200 mg + 50 mg duas vezes ao dia, ou alternativamente,
atazanavir 300 mg (ATV) mais ritonavir 100 mg (RTV) uma vez ao dia (Brasil.
Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Programa Nacional de
DST e Aids, 2008).

Os demais antirretrovirais geralmente sdo usados apos uma eventual falha
do esquema inicial, pois sdo considerados mais toéxicos do que os de primeira
opcao, podendo causar mais efeitos adversos. A falha terapéutica pode ocorrer
devido a adesao insatisfatoria do paciente ao tratamento, mas também pode ser
devido a fatores genéticos individuais (Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de
Vigilancia em Saude. Programa Nacional de DST e Aids, 2008), que serao

explorados nos topicos a segquir.
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Tabela 1. Os 19 antirretrovirais distribuidos universal e gratuitamente no Brasil, suas apresentacdes

e respectivas dosagens.

Antirretroviral Apresentacao Dosagem Classe

Abacavir comp[imido 300 mg INTR
solucéo oral 20 mg/mL

Atazanavir (ATV)® capsula 200 mg IP

. comprimido 75, 150 ou 300

Darunavir mg IP
capsula 250 ou 400 mg

Didanosina pé6 — solucdo 10 mg/mL INTR
oral

Efavirenz (EFZ)P comprimido -~ 4000u600mg |\ \TR
solucéo oral 10 mg/mL
capsula 30 mg

Estavudina pé0 — solucdo 1 mg/mL INTR
oral

Etravirina comprimido 100 mg INNTR

Fosamprenavir comprimido 700 mg P

Indinavir capsula 400 mg IP

Lamivudina (3TC)? comprimido - 150 mg INTR
solucéo oral 10 mg/mL

N c comprimido 200 mg

Nevirapina (NVP) suspensao oral 10 mg/mL INNTR

Raltegravir comprimido 400 mg P

Ritonavir (RTV) capsula 100 mg IP

Saquinavir capsula 200 mg IP

Tenofovir comprimido 300 mg INNTR

Tipranavir comprimido 250 mg P
capsula 100 mg

Zidovudina (AZT)? solu¢ao 10 mg/mL INTR
injetavel
solucao oral 10 mg/mL

Combinacdo AZT+3TC? comprimido 300mg + 150 mg INTR

Combinacéao lopinavir+ritonatir comprimido 200 + 50 mg 1=

(LPV/r)?

(a) Antirretroviral obrigatério no esquema inicial. Letras b até e: indicam antirretrovirais para serem
usados em combinacdo com os medicamentos marcados com a letra a, e refletem a ordem
decrescente de recomendacédo (do mais recomendado ao menos recomendado para 0 esquema

inicial).

EX.: em um esquema contendo AZT+3TC (letra a), o efavirenz (b) é recomendado mais fortemente

gue a nevirapina (c) e os demais.
INTR — Inibidor analogo a nucleosideos da transcriptase reversa

INNTR - Inibidor ndo-analogo a nucleosideos da trascriptase reversa
IP — inibidor da protease
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2.2.2 Farmacocinética dos antirretrovirais

Para que os antirretrovirais exercam sua atividade, é necessario que sejam
absorvidos e distribuidos para os tecidos. Ao mesmo tempo, os medicamentos sao
substancias estranhas ao organismo, e sao excretados dos tecidos, muitas vezes
apos sucessivas metabolizacdes. No contexto farmacoldgico, esse conjunto de vias
metabdlicas é denominado de vias de absorcado, distribuicdo, metabolizacdo e
excrecdo (ADME), e também sdo denominadas como vias de farmacocinética
(Telenti e Zanger, 2008).

Trés importantes superfamilias génicas que codificam proteinas importantes
nas vias farmacocinéticas de antirretrovirais: a familia caracterizada pelo cassete
ligante de adenosina trifosfato (ATP), ou ABC (do inglés ATP-binding cassette), a
de carreadores de solutos, SLC (do inglés solute carrier) e a dos citocromos P450,
ou CYP, do inglés cytochrome P450 (Ingelman-Sundberg et al., 2007; Kis et al.,
2010).

Fisiologicamente, ou seja, na auséncia de medicamentos, essas proteinas
exercem funcbes celulares, como por exemplo, transporte de nutrientes e
catabolismo de horménios. Os antirretrovirais possuem semelhanca molecular aos
seus substratos fisiol0gicos e portanto essas proteinas acabam interagindo com os

medicamentos e assim estabelecendo sua farmacocinética.

2.2.2.1 Superfamilia ABC

Essa superfamilia é composta por mais de 40 genes humanos que codificam
para proteinas transmembrana, as quais possuem dominios na porcao
citoplasmatica onde o ATP se liga, por isso a razdo de seu nome (ATP-binding
cassete). Essas proteinas usam a hidrolise de ATP para fornecer a energia

necessaria para transportar moléculas grandes e hidrofébicas, normalmente para
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fora das células (transporte ativo). A funcdo dessas proteinas parece ser a de
protecdo contra substancias estranhas e potencialmente toxicas as células,
medicamentos inclusive (Borst e Elferink, 2002).

No contexto da farmacocinética de antirretrovirais, proteinas das subfamilias
B e C (ABCB e ABCC, respectivamente) sdo importantes constituintes de vias de
farmacocinética de antirretrovirais. A glicoproteina de permeabilidade (p-gp ou
ABCBL1, codificada pelo gene ABCB1) e o membro 1 da subfamilia de proteinas de
multipla resisténcia a drogas (MRP1 ou ABCC1, codificada pelo gene ABCC1) sdo
envolvidas na expulsao de varios IP do ambiente celular e do INTR AZT (Hochman
et al., 2001; Colombo et al., 2005; Shaik et al., 2007; Fujimoto et al., 2009; Janneh
et al., 2009; Giraud et al., 2010; Konig et al., 2010; Moss et al., 2011).

O gene ABCBL ¢ localizado no braco longo do cromossomo 7 (7g21), possui
28 éxons que codificam para uma proteina de 1280 aminoacidos, a qual se dimeriza
para constituir a forma nativa de transporte transmembrana. O gene ABCC1 é
localizado no brago curto do cromossomo 16 (16p13.1), possui 31 éxons e codifica
para uma proteina de 1531 aminoacidos (Loo e Clarke, 2008; Muller, 2012).

Ambos o0s genes sdo expressos em diversos tecidos de importancia na
farmacocinética dos antirretrovirais, tais como 0s intestinos, na barreira hemato-
encefélica, figado e nos rins, visto que a expressdo nesses 6rgdos limitam a
absorcao, presenca dos antirretrovirais em reservatérios do HIV-1 (sistema nervoso
central, testiculos) e contribuem para sua excrecdo na bile ou urina. Além disso,
ABCC1l é expresso também em linfécitos, contribuindo para a expulsdo dos

antirretrovirais das células alvo do virus (Franke et al., 2010; Kis et al., 2010).
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2.2.2.2 Superfamilia SLC

A superfamilia SLC é composta por mais de 300 proteinas estruturalmente
diversas, sendo agrupadas com base em critérios funcionais, isto €, séo proteinas
de membrana que promovem o transporte facilitado ou passivo de nutrientes,
neurotransmissores e medicamentos de acordo com seus gradientes de
concentracéo (Urban et al., 2006; Hoglund et al., 2011).

Entre as diversas familias de transportadores, as familias de transportadores
de cations (SLC22) e anions (SLCO) organicos participam do transporte facilitado
de INTRs, principalmente AZT e lamivudina (3TC), para o interior das células,
sendo SLC22A1 (membro 1 da subfamilia A de transportadores de céations
organicos) e SLCO3A1 (membro 1 da subfamilia A de transportadores de anions
organicos) alguns dos participantes em vias de farmacocinética desses
antirretrovirais (Jung et al., 2008; Janneh et al., 2009; Minuesa et al., 2009).

O gene SLC22A1 estd localizando no brago longo do cromossomo 6
(6925.3), possui 11 éxons e codifica para a proteina transmembrana homoénima,
que contém 554 aminoacidos. Ja o SLCO3A1, que esta localizado no braco longo
do cromossomo 15 (15g26) possui 10 éxons que codificam para uma proteina
transmembrana de 710 aminacidos (Kent et al., 2002).

Ambos 0s genes sao expressos principalmente nos epitélios intestinais,
figado e rins, contribuindo para a distribuicdo do AZT e 3TC pelos fluidos corporais,
bem como destinando-os para sua eliminagao (Jonker e Schinkel, 2004; Kis et al.,

2010).

2.2.2.3 Superfamilia CYP
Os citocromos P450 envolvem mais de 50 enzimas cujos sitios ativos contém

um grupamento prostético heme. Eles promovem reacdes de oxidacdo de varios
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compostos endogenos, como acidos graxos, esteroides e prostaglandinas e
exdgenos, como varios medicamentos usados na pratica clinica. Essas reacdes
fazem com que as drogas sejam biotransformadas em compostos oxidados mais
soluveis em 4gua e entdo passiveis de excrecdo na urina (Zanger et al., 2008).

Os citocromos sdo genes muito polimorficos, cada um tendo varias
isoformas. Entre elas, o citocromo P450 polipeptideo 6 da subfamilia B da familia
2 (CYP2B6) € uma proteina que oxida os INNTR mais usados no tratamento anti-
HIV, como por exemplo o efavirenz (EFZ) e a nevirapina (NVP), desativando-os e
permitindo sua excrecéo do organismo (Ward et al., 2003).

O gene CYP2B6, assim como todos 0s citocromos, Sao expressos
principalmente no figado. Ele apresenta nove éxons que codificam uma proteina de
491 aminoacidos e esta localizado no braco longo do cromossomo 19 (19q13.2)
(Kent et al., 2002).

A Tabela 2 sumariza as informacdes acerca das proteinas envolvidas na
farmacocinética dos principais antirretrovirais de esquemas iniciais da terapia anti-
HIV-1, indicando sobre quais medicamentos elas atuam, bem como érgéos onde

Sao expressos.
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Tabela 2. Proteinas de vias farmacocinéticas dos antirretrovirais mais prescritos em esquemas iniciais da terapia anti-HIV-1, bem como seus locais de
expressao e referéncias da literatura.

ANTIRRETROVIRAIS ~
. LOCAIS DE EXPRESSAO
PROTEINAS AZT 3TC EFZ NVP LPV RTV

REFERENCIAS
INTR INTR INNTR  INNTR P IP L [ F BHE R T

Hochman et al., 2001
Colombo et al., 2005
Shaik et al., 2007
Fujimoto et al., 2009
ABCBL X X X X X X X X X Janneh et al., 2009
Giraud et al., 2010
Konig et al., 2010
Moss et al., 2011

Colombo et al., 2005

Janneh et al., 2009

ABCCL X X X X X X X X X Giraud et al., 2010
Konig et al., 2010

SLCO3A1 X Janneh et al., 2009

Jung et al., 2008
SLC22A1 X

Minuesa et al., 2009
CYP2B6 X X

X Ribaudo et al., 2010
3TC — lamivudina  NVP - nevirapina  INTR — Inibidor analogo a nucleosideos da transcriptase reversa L —linfécitos  BHE — barreira hematoencefalica
AZT — zidovudina  LPV — lopinavir INNTR — Inibidor ndo-analogo a nucleosideo da trascriptase reversa | — intestinos R —rins
EFZ — efavirenz RTV — ritonavir IP — inibidor da protease F — figado T —testiculos

=
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2.3 FARMACOGENETICA

2.3.1 Historico

Durante o século XX, varios medicamentos, como antibidticos, anti-
hipertensivos, anestésicos chegaram ao mercado. Rapidamente se percebeu que
pessoas diferentes recebendo o mesmo tratamento respondiam de formas
diferentes. Enquanto para umas o tratamento era efetivo, para outras ndo havia
beneficio clinico (Mancinelli et al., 2000).

A década de 1950 foi marcada pelo inicio de estudos evidenciando que
essas diferencas possuiam explicacdo de acordo com as leis mendelianas de
heranca. Em 1954, foi descoberto que os efeitos adversos do tuberculostatico
isoniazida eram causados devido a deficiéncia em uma enzima n-acetiltransferase.
Esse e outros estudos seminais estabeleceram a relacdo entre genética,
bioguimica e farmacologia (Kalow, 2002).

Em 1959, Vogel cunhou a palavra “farmacogenética” para designar essa
interac&o entre os trés campos da ciéncia. Com isso, ela pode ser definida como o
estudo da variabilidade genética do individuo influencia nas respostas
medicamentosas (Mancinelli et al., 2000).

Com o avanco da biologia molecular e sequenciamento do genoma humano,
a farmacogenética mudou seu paradigma, passando de um conceito puramente
mendeliano (um gene, uma mutacdo, uma consequéncia farmacoldgica) para um
conceito mais amplo e multifatorial, com a busca por novos genes e novas variantes
genéticas interagindo e influenciando o resultado final da terapia em conjunto.
Dessa maneira, a Farmacogendmica possui um grande potencial para permitir a

otimizag&o do uso de drogas atualmente em uso, avaliar o uso clinico de farmacos
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recém descobertos, bem como servir de diretriz para o desenvolvimento de novos
medicamentos (Kalow, 2002; Shah, 2005).

Consequentemente, a farmacogenética € uma area em expansao,
abrangendo estudos sobre a variabilidade da acdo de drogas usadas para o
tratamento de diversas doencas, incluindo, por exemplo, doencas cardiovasculares
(Candore et al., 2007), cancer (McWhinney e McLeod, 2009) e infecciosas, como a

causada pelo HIV-1 (Mahungu et al., 2009).

2.3.2 Farmacogenética e falha da terapia Anti-HIV

A prescricdo dos medicamentos anti-HIV deve ser mantida durante toda a
vida do paciente depois de indicada. Um eventual aconselhamento
farmacogenético para essa prescricdo possuiria uma grande vantagem em
potencial de manejo do uso desses medicamentos, como por exemplo, ajustamento
de doses, diminuindo a ocorréncia ou severidade de efeitos colaterais e toxicidade
ou na escolha de terapia inicial para diminuir a possibilidade de falha terapéutica
(Telenti e Zanger, 2008).

A falha terapéutica do tratamento anti-HIV-1 ndo é facilmente definida.
Basicamente existem trés critérios: imunoldgico, clinico e viroldgico. O critério
virolégico € mais simples e considera que a terapia falhou se ndo houver supressao
da replicacdo do virus durante o tratamento, visto que seu objetivo principal é
justamente impedir a multiplicagdo viral (Aldous e Haubrich, 2009). Um dos
parametros usados para a definicdo de falha é a carga viral apdés um ano de
tratamento: se ndo houver supressao (niveis indetectaveis de cépias no plasma
sanguineo, comumente abaixo 50 por mL), considera-se que o paciente esta em

falha viroldgica (Princeton, 2003).
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Varios fatores podem ser responsaveis pela ocorréncia da falha virolégica,
como a adesao insatisfatoria do paciente ao tratamento ou resisténcia primaria do
HIV-1, ou seja, o paciente foi infectado com uma linhagem ja resistente a drogas
antirretrovirais (Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude.
Programa Nacional de DST e Aids, 2008). Evidéncias apontam que 0 componente
genético do individuo também € um forte fator que influencia na resposta ao
tratamento antirretroviral e isso vem sendo alvo de investigacdo de cientistas ao
redor do mundo (Telenti e Zanger, 2008)

Dessa forma, polimorfismos comuns de genes envolvidos em vias de
farmacocinética de antirretrovirais poderiam estar presentes na populacdo da
regido metropolitana de Recife e poderiam influenciar o resultado final da terapia

anti-HIV, causando falha virolégica.

2.4 GENOTIPAGEM DE POLIMORFISMOS DE INTERESSE

2.4.1 Reacado em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real € uma variacdo da
PCR convencional, na qual é acrescentada uma molécula que quando excitada por
um comprimento de onda apropriado, € emite um sinal de fluorescéncia, que é
captado em tempo real por um sistema 6ptico acoplado ao termociclador. A PCR
em tempo real € usada para analises tanto qualitativas (detec¢éo de polimorfismos
ou material genético de patébgenos em uma amostra, por exemplo) como
quantitativas (quantificacdo de material genético), com a vantagem de ndo serem
necessarias manipulacdes pos-PCR, evitando contaminagbes ou perda de

amostras (Higuchi et al., 1992).
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2.4.2 Tecnologia TagMan

Um dos métodos de deteccéo de polimorfismos mais usados € a tecnologia das
sondas TagMan. Consistem em um par de primers e pelo menos um par de sondas.
Cada sonda possui duas moléculas acopladas nas regides 5’ e 3’ respectivamente:
uma fluorescente (reporter) e outra que absorve a fluorescéncia da primeira
(quencher). Durante a PCR, a sonda hibrida na regiao do polimorfismo; em seguida,
os primers se hibridam, flanqueando a sonda. A DNA polimerase Taq estende a
cadeia a partir dos primers, vai de encontro a sonda e a hidrolisa. Assim, a molécula
reporter fica livre da quencher e passa a emitir fluorescéncia especifica para o alelo
encontrado naquela regido; se houver a emissdo de dois tipos de fluorescéncia
(duas sondas hibridaram), a amostra provém de um individuo heterozigoto para a
regido analisada (Holland et al., 1991). A Figura 5 ilustra as propriedades das

sondas TagMan.

< Hewse]  Primeiro ciclo
2 copias

C Sonda Tagman

Anelamento

Desnaturacao
94 °C 48°C
1 min

/ L lTJHIlIJ 9
Taq Polimerase

Figura 5. Desenho esquematico da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). (A) Uma regido de

i

Segundo ciclo
4 copias

1 min 30
ciclos
Extensao
~ 2500
+ 1 min
Ciclo N o
2N copias

interesse no genoma é delimitada por oligonucleotideos (primers, denominados Forward e Reverse
acima), é copiada pela DNA polimerase, dobrando seu nimero a cada ciclo (o namero final de
produtos é igual a 2V, em que N é a quantidade de ciclos). (B) Um exemplo de protocolo de PCR
com trés ciclos: desnaturacdo, anelamento e extensdo. (C) Tecnologia TagMan. As sondas séo
oligonucleotideos com duas moléculas ligadas a eles, a reporter (R), que emite fluorescéncia, e a
qguencher (Q), que absorve fluorescéncia. Apos a hidrélise da sonda pela DNA polimerase (Taq), ha
a emissao de fluorescéncia. Duas ou mais sondas, cada uma com uma molécula reporter alelo-
especifica sdo usadas em genotipagens de polimorfismos. Figuras (A) e (C) modificadas a partir de
Valasek e Repa (2005).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Identificar polimorfismos em genes envolvidos em vias de farmacocinética
de medicamentos antirretrovirais que estejam relacionados com a falha ao

tratamento.

3.2 Objetivos especificos
e Avaliar se diferentes perfis genéticos estdo mais relacionados a falha no
tratamento;
e Elaborar um modelo de regressdo logistica que possa predizer a

probabilidade de ocorréncia de falha na terapia de um paciente.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo e aspectos éticos

O tipo de estudo escolhido foi o de caso-controle, que € um estudo
epidemioldgico observacional e retrospectivo, que procura identificar fatores de
risco apoés o surgimento de um determinado resultado clinico, comparando-se duas
amostras, uma cujos individuos apresentem o resultado clinico e outra cujos
individuos nao apresentem (Schulz e Grimes, 2002).

Os critérios gerais de incluséo para o estudo incluiram: idade entre 18 e 50
anos, tratamento antirretroviral por pelo menos um ano com o mesmo esquema,
boa adesdo ao tratamento (sem interrupcdes significativas do tratamento), nao
possuir historico de uso de drogas injetaveis e ndo haver a presenca de coinfeccées
ou doencas sistémicas crénicas pré-existentes.

Para a inclusdo no grupo de casos (falha virologica da terapia), era
necessario que o individuo apresentasse medicao de carga viral detectavel (50 ou
mais copias por mL de plasma sanguineo) apés um ano de tratamento (Princeton,
2003).

Dessa forma, 187 pacientes portadores do HIV-1 em atendimento no Instituto
de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) foram convidados para o
estudo. Cada paciente contribuiu com uma amostra de sangue periférico, mediante
autorizacdo com um termo de consentimento acompanhado por um questionario
de abordagem epidemioldgica (Apéndices A e B). O delineamento metodoldgico do
estudo recebeu aprovacéao prévia do comité de ética em pesquisa do IMIP (Anexo

A).
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4.2 Populacao de estudo
Dos 187 pacientes, 160 obtiveram sucesso na terapia, definida como a
reducdo duradoura da carga viral do HIV no sangue para niveis indetectaveis,

enguanto 27 se encontraram em falha terapéutica apés um ano de terapia.

4.3 Extracdo de DNA
A extracdo do DNA genbmico foi realizada utilizando-se o Genomic Prep
Blood DNA isolation kit (método salting out), de acordo com as instrugbes do

fabricante (Promega).

4.4 Variaveis Estudadas

4.4.1 Variaveis clinicas e epidemioldgicas

As variaveis de contexto epidemiolégico e clinico selecionadas para a
analise incluem aquelas que sao possivelmente influentes no resultado final de um
tratamento terapéutico: sexo, idade, etnia, massa no inicio do tratamento, carga

viral e contagem de células T CD4+ pré-tratamento.

4.4.2 Polimorfismos em genes candidatos

Os genes e polimorfismos candidatos foram selecionados atraves de busca
na literatura e por critérios funcionais. Foram escolhidos sete polimorfismos em
cinco genes que codificam para proteinas envolvidas na metabolizacéo e transporte
através da membrana dos medicamentos usados na primeira linha terapéutica anti-
HIV: rs3842 (4036A>G; 3'-UTR) e rs1045642 (3435C>T, sinGnima: 1le1145=) em
ABCB1, rs212091 (T>C; 3-UTR) em rs3743527 (C>T, 3-UTR) em ABCC1,
rs3745274 (516G>T, ndo-sindbnimo: GIn172His) em CYP2B6, rs628031 (1222A>G,
nao-sinbnimo: Met408Val) em SLC22A1 e rs1517618 (882G>C, nao-sinbnimo:

Glu294Asp) em SLCO3AL.
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4.5 Genotipagem

Todos os SNPs foram genotipados com a tecnologia de sondas TagMan na
plataforma de PCR em tempo real ABI 7500 (Applied Biosystems), com o protocolo:
desnaturacao inicial a 95 °C por 10 min, seguida por 35 ciclos de amplificacdo

(desnaturacdo a 95 °C por 15 s e anelamento/extenséo a 60 °C por 1 min).

4.6 Analises estatisticas

O Teste t de Welch foi usado para avaliar se determinados valores as
variaveis clinicas pré-tratamento (idade e massa corporal, carga viral e contagem
de células T CD4+) estariam associados com a posterior falha terapéutica.

O Teste exato de Fisher e de Cochran-Armitage foram usados para testar a
associacao das variaveis genéticas com a ocorréncia de falha virologica. Para esse
teste, os pacientes foram estratificados de acordo com o esquema terapéutico
recebido, ou seja, contendo um NNRTI ou contendo um IP em conjunto com 0s
INTR backbone.

Pacientes recebendo esquemas com I[P foram incluidos em testes de
associacao para os SNPs dos genes ABCB1 e ABCC1, pois esses genes codificam
proteinas que atuam sobre IPs, mas exercem pouca influéncia sobre os INNTR
(Janneh et al., 2009). Da mesma forma, pacientes em tratamento com esquemas
contendo INNTRs foram incluidos para analises de associagdo com 0s genes
CYP2B6 e SLCO3A1, ja que as proteinas correspondentes ndo metabolizam ou
transportam IPs (Ribaudo et al., 2010).

Para as analises envolvendo o gene SLC22A1 nao foi necessaria esse tipo
de estratificagcdo, visto que a proteina homénima transporta a 3TC, um INTR, que

esta presente em todos os esquemas dos pacientes da amostra.

27



As variaveis de importancia clinica ou cujos testes tiveram um p-value menor
do que 0,20 foram selecionadas para inclusdo na analise de regressao logistica.
Todas as analises estatisticas foram realizadas com o programa R, versédo 2.15.1
(R Development Core Team 2010, 2010). O modelo de regresséao logistica serviu
para explicar o risco de falha viroldgica, baseando-se em fatores genéticos, quando
controlados pelas variaveis clinicas expostas anteriormente (ver Apéndice C).

A aderéncia do modelo foi verificada com o teste de le Cessie-van

Houwelingen-Copas-Hosmer.
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5. RESULTADOS

5.1 Anélises das variaveis epidemioldgicas e clinicas

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas para as

variaveis clinicas (idade e massa corporal no inicio do tratamento, carga viral e

contagem de células T CD4+ pré-tratamento) quando comparou-se 0s dois grupos

(Tabela 3), pois possuiram perfis clinicos pré-tratamento semelhantes.

Tabela 3. Testes de associacdo (variaveis clinicas), medidas de associacéo e p-valores resultantes

(Teste T de Welch).

MédiatDP
Teste
Variavel Falha Sucesso p
t
n=27 n=160
Idade no Inicio do Tratamento
31,849,3 30,916,8 -0,51 0,62*
(anos)*
Massa corporal no
67,9t145 61,8+12,6 2,04 0,05*
inicio do tratamento (kg)*
Carga viral pré-tratamento
4,8+0,8 4,6+0,9 -1,41 0,17*
(log10 cépias/mL de plasma)*
Contagem de Células CD4+ pré-
260,5+154 235,5+118,4 -0,80 0,43*

tratamento (células/uL de sangue)*

*Variaveis incluidas na analise por regressao logistica

Inicialmente, o sexo masculino esteve significativamente associado a

ocorréncia de falha terapéutica (OR=2,82, IC de 95%=1,13-7,10, p=0,02), mas a

significancia estatistica foi perdida apds a estratificacdo de acordo com os

esquemas iniciais recebidos pelos pacientes. Igualmente, a etnia ndo se mostrou
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associada com a ocorréncia de falha virolégica, mesmo apds as estratificacdes

(Tabela 4 a seguir).

Tabela 4. Testes de associacdo (varidveis epidemiolégicas), estratificacbes por esquema
terapéutico recebido, medidas de associacao e p-valores resultantes (Teste Exato de Fisher).

Medida de
., Associacao
Variavel Falha Sucesso OR ¢
[IC de 95%)]
Masculino 14 44 (27,5%)
Sexo* (51,9%) ’ 2,82 0.02
Feminino 13 (48,1%) 116 (72,5%)  [1,13-7,10] '
Total 27 160
Masculino 9 (69,2%) 57 (65,5%)
Sexo . 1,18
Feminino 4 (30,8%) 30 (34,5%) ’ 1,00
(INNTR) Total 13 g7 [0,30-5,70]
Masculino 5 (35,7%) 14 (19,2%) 231
Sexo (IP) Feminino 9 (64,3%) 597(80,8%) 0 5:')’_9 25] 0,18
Total 14 73 ’ ’
Branca 11 (40,7) 54 (33,8) 135
Etnia* Afrodescendente 16 (59,3) 106 (66,2) 0 52’_3 34] 0,52
Total 27 160 ’ ’
0 o)
Etnia Branca 8 (61,5%) 50 (57,5%) 118
(INNTR) Afrodescendente 5 (38,5%) 37 (42,5%) [0.31-4,98] 1,00
Total 13 87 ’ ’
Branca 8 (57,1%) 56 (76,7%) 041
Etnia (IP) Afrodescendente 6 (42,9%) 17 (23,3%) 0 11’_1 64] 0,18
Total 14 73 ’ ’

*Variaveis pré-selecionadas para compor o modelo de regresséao logistica.
INTR — Inibidor analogo a nucleosideos da transcriptase reversa

INNTR — Inibidor ndo-analogo a nucleosideos da trascriptase reversa

IP — inibidor da protease

OR - raz&o de chances

IC de 95% - intervalo de confianca de 95%
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5.2 Frequéncias alélicas e genotipicas do gene ABCB1

As frequéncias observadas dos genétipos do ABCB1 estiveram em
conformidade com o Principio de Hardy-Weinberg. ApGs as estratificacdes de
acordo com o esquema terapéutico contendo IPs, o alelo G do polimorfismo
4036A>G (rs3842) nao se apresentou associado com a presenca de falha viroldgica,
tendo frequéncia de 21,4% nos pacientes em falha, contra 14,4% nos controles
saudaveis, diferenca estatisticamente nao significante (p=0,39).

Ja o alelo T do polimorfismo 3435C>T (rs1045642) esteve marginalmente
associado com a falha virologica, apresentando frequéncia de 53,6% nos casos e
32,2% entre os controles (OR=2,42, IC de 95%=0.99-6.02; p=0,05).

Uma reandlise com o teste de Cochran-Armitage mostrou que o alelo T
poderia exercer um efeito dominante para contribuir com o risco de falha virologica
(T=2,01, p=0,04). Gendtipos contendo esse alelo (C/T ou T/T) estiveram mais
frequentes nos casos em comparacdo com o0s controles: 78,6% contra 49,3%,
respectivamente.

As frequéncias alélicas e genotipicas para todos os l6cus, bem como as
medidas de associacdo (OR, IC de 95%) e seus p-values correspondentes estao

sumarizados na Tabela 5.
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Tabela 5. Frequéncias alélicas e genotipicas do gene ABCB1, testes de associacao (teste exato de
Fisher) com a ocorréncia de falha virolégica apds estratificacdo por esquema terapéutico contendo
IPs.

Alelos Frequéncias
Minoritarios OR [IC de
SNPs Falha Sucesso p
e 95%]
. n=14 (%) n=73 (%)
Gendotipos
1,62
G 6/28 (21,4) 21/146 (14,4) 0,39
[0,48-4,79]
rs3842 A/A 9 (64,3) 54 (74,0)
AIG 4 (28,6) 17 (23,3) - 0,42
G/IG 1(7,2) 2(2,7)
2,42
T 15/28 (53,6)  47/146 (32,2)
[0,99-6,02]
rs1045642* C/C 3(21,4) 37 (50,7)
CIT 7 (50,0) 25 (34,2) - 0,09
TIT 4 (28,6) 11 (15,1)

*Polimorfismo selecionado para inclusdo na andlise de regresséao logistica.
OR - razdo de chances
IC de 95% - intervalo de confian¢a de 95%

5.3 Frequéncias alélicas e genotipicas do gene ABCC1

Todas as frequéncias do ABCC1 estiveram em conformidade com o principio
de Hardy-Weinberg. Nao houve diferencas significativas das frequéncias do alelo T
do polimorfismo 197248C>T (rs3743527) entre os grupos de estudo (14,3% nos
casos contra 18,5% nos controles, OR=0,74, IC de 95%=0,17-2,40; p=0,74) nem
dos gendtipos (p=1,00).

Foi observada uma associacao estatisticamente significante entre o alelo C
do polimorfismo 198217T>C (rs212091) com a ocorréncia de falha virolégica de
esquemas antirretrovirais contendo IPs (OR=4,41, IC de 95%=1,39-13,53; p=0,01).
O resultado do teste de Cochran-Armitage demonstra que esse alelo teria um efeito

dominante, ou seja, a presenca de pelo menos um alelo C no gendtipo estaria
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relacionada com risco para a falha virologica. (T=2,40, p=0,02). Gendtipos com o
alelo C (T/C ou C/C) estiveram mais frequentes nos casos em comparagcdo com 0s
controles: 42,9% contra 15,1% (Tabela 6).

Tabela 6. Frequéncias alélicas e genotipicas do gene ABCCL1, testes de associacdo (teste exato de

Fisher) com a ocorréncia de falha virolégica apds estratificacdo por esquema terapéutico contendo
IPs.

Alelos Frequéncias

Minoritarios OR
SNPs Falha Sucesso p

0,
n=14 (%) n=73 (%) [IC de 95%)]

Genotipos
8/28 4,41
C (28.6) 12/146 (8,2) (1.30.13,53] 0,01
rs212091* TIT 8 (57,1) 62 (84,9) -
TIC 4 (28,6) 10 (13,7) 0,02
CIC 2 (14,3) 1 (1,4)
4/28 27/146 0,74
! (14,3) (18,5) [0,17-2,40] 0,74
rs3743527 CIC 10 (71,4) 50 (68,5) -
CIT 4 (28,6) 19 (26,0) 1,00
TIT 0 (0,0) 4 (5,5)

*Polimorfismo selecionado para incluséo na analise de regressao logistica.
OR - razdo de chances
IC de 95% - intervalo de confianga de 95%

5.4 Frequéncias alélicas e genotipicas do gene CYP2B6

Apbs a estratificacdo de acordo com os esquemas contendo INNTR, ndo
houve diferencas estatisticamente significativas das frequéncias alélicas ou
genotipicas do polimorfismo ndo-sinénimo 516G>T (GIn172His, rs3745274). Todas
as frequéncias estiveram de acordo com o principio de Hardy-Weinberg e estdo

sumarizadas na Tabela 7.
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Tabela 7. Frequéncia alélica e genotipica do gene CYP2B6, testes de associacao (teste exato de

Fisher) com a ocorréncia de falha virolégica apds estratificagdo por esquema terapéutico contendo
INNTRs.

Alelos Frequéncias
Minoritarios OR [IC de
SNP Falha Sucesso p
e 95%]
. n=13 (%) n=87 (%)
Gendotipos
54/174 0,67
T 6/26 (23,1) 0,50
(31,0) [0,21-1,85]
rs3745274 G/IG 8 (61,5) 41 (47,1)
GIT 4 (30,8) 38 (43,7) - 0,75
TIT 1(7,7) 8(9,2)

OR - razéo de chances
IC de 95% - intervalo de confianca de 95%

5.5 Frequéncias alélicas e genotipicas do gene SLC22A1

N&o houve desvios das frequéncias alélicas em relacdo ao equilibrio de
Hardy-Weinberg. N&o foram observadas diferencas significativas entre as
frequéncias do SNP néo-sinbnimo 1222A>G (Met408Val, rs628031) entre os
grupos de estudo (Tabela 8).

Tabela 8. Frequéncia alélica e genotipica do gene SLC22A1, testes de associacao (teste exato de

Fisher) com a ocorréncia de falha virolégica.

Alelos Frequéncias
SNP Minoritarios Falha Sucesso OR [IC de 95%)] p
e Genotipos  n=27 (%) n=160 (%)
A 15/54 (27,8) 96/320 0,90[0,44-1,76] 0,87
(30,0)
rs628031 GIG 14 (51,9) 79 (49,4)
G/A 11 (40,7) 66 (41,3) - 1,00
A/A 2(7,4) 15 (9,3)

OR - razdo de chances
IC de 95% - intervalo de confianca de 95%
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5.6 Frequéncias alélicas e genotipicas do gene SLCO3A1l

Mesmo apos analise estratificada de acordo com esquemas contendo INNTR,
nao foi observada associacdo entre o polimorfismo néo-sinbnimo 882G>C
(Glu294Asp, rs1517618), como observado na Tabela 9. Todas as frequéncias néo
diferiram significativamente do esperado pelo principio de Hardy-Weinberg.
Tabela 9. Frequéncia alélica e genotipica do gene SLCO3AL, testes de associacdo (teste exato de

Fisher) com a ocorréncia de falha virolégica apos estratificacao por esquema terapéutico contendo
INNTRs.

Alelos Frequéncias
SNP Minoritarios Falha Sucesso OR [IC de 95%)] p
e Genotipos  n=13 (%) n=87 (%)
22/174
G 2/26 (7,7) 0,58 [0,06-2,61] 0,75
(12,6)
rs1517618 C/IC 11 (84,6) 68 (78,2)
CIG 2 (15,4) 16 (18,4) - 1,00
GIG 0 (0,0) 3(34)

OR - raz&o de chances
IC de 95% - intervalo de confian¢a de 95%

5.7 Regresséao logistica

Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada quando se
comparou fatores clinicos e epidemiolégicos dos dois grupos. Entretanto, devido a
importancia fisiolégica do sexo, raca, idade e massa corporal no inicio do
tratamento, foram incluidas no modelo de regressdo logistica junto com os
genodtipos de ABCB1 e ABCCL. Para essa analise, foram incluidos apenas
pacientes que receberam esquemas anti-HIV que continham inibidores de protease
(n=87, 14 casos e 73 controles), ja& que ndo observamos associacao significativa

dos outros genes e polimorfismos com a ocorréncia de falha terapéutica.
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Os resultados da regresséao logistica mantiveram a associacao significativa dos
SNPs rs1045642 (ABCB1) e rs212091 (ABCC1) com a falha virologica. De acordo
com o modelo, a presenca dos genadtipos C/T ou T/T do rs1045642 (ABCBL1) estaria
associada com risco cinco vezes maior de falha virolégica de um esquema
contendo inibidor de protease, embora tenha sido uma tendéncia estatistica
(OR=5,01; IC de 95%=1,04-24,23; p=0,045).

Os gendtipos T/C ou C/C do SNP rs212091 (ABCC1) estiveram
significativamente associados com um risco mais de seis vezes maior para falha
terapéutica de um esquema contendo inibidor de protease (OR=6,50; IC de
95%=1,33-31,81, p=0,02).

Tomando como exemplo um individuo hipotético e tipico da amostra do presente
estudo (uma mulher negra de 30 anos com 70 kg de massa corporal), o log-odds
predito pelo modelo é de -2,1067, quando ndo ha gendtipos de risco para ambos
0s genes. Isso significa que a chances de falha viroldgica é equivalente a exp(-
2,1067)=0,1216, o que equivale a uma chance 88% menor de falha virolégica. Mas
Se essa mesma pessoa tivesse genaotipos de risco para ambos os genes, calculos
similares mostrariam que as chances de falha virolégica seriam quase quatro vezes
maior (odds=3,96).

A validacgéo interna do modelo (ou seja, a medicdo de quao bem o modelo
explica os dados) indicou que o teste possuia boa aderéncia (z=0,80, p=0,43) e
revelou que a area sob a curva (AUC), um parametro que leva em conta a
sensibilidade e especificidade do modelo, foi de 0,82 (p<0,001), o que em teoria
significa dizer que o modelo conseguiria diferenciar corretamente um paciente em

risco de falha de um paciente com sucesso na terapia em 82% das vezes.

36



A Tabela 10 a seguir sumariza as variaveis incluidas no modelo, bem como

medidas estatisticas relacionadas.

Tabela 10. Coeficientes estimados, razdo de chances (odds ratio) relacionadas, intervalos de 95%
de confianca e p-valores do modelo com melhor aderéncia para explicar a ocorréncia de falha
virologica de esquema antirretrovirais de primeira linha contendo inibidores de protease (n=87).

. o OR
Variavel Estimativa [IC de 95%] p
1,0742
ldade 0,0716 [0,9761 - 1,1822] 0,1427
1,0437
Massa corporal 0,0428 [0,0928 - 1,0973] 0,0938
. 3,5870
Etnia 1,2773 [0,8495 - 15,1463] 0,0822
1,0153
Sexo 0,0152 [0,1664 - 6,1945] 0,9868
" . 5,0096
Gendtipos rs1045642 (ABCB1) 1,6114 [1,0358 - 24,2293] 0,0451
" . 6,4947
Genotipos rs212091 (ABCC1) 1,8710 [1,3259 - 31,8137] 0,0210
Intercepto -8,5290 - 0,0019

*Modelo dominante
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6. DISCUSSAO

Foram analisados sete polimorfismos em cinco genes candidatos (ABCBL1,
ABCC1, CYP2B6, SLC22A1 e SLCO3Al), selecionados de acordo com critérios
funcionais, quando controlados com fatores clinicos e epidemiolégicos em uma
analise de regressao logistica.

Levando em consideracdo dados clinicos como sexo, idade e massa
corporal, os resultados do presente estudo apoiam resultados anteriores, isto é, que
teriam pouca influéncia na determinacdo do resultado da terapia. Homens e
mulheres de fato possuem composi¢des corporais distintas. Com excecdo de
ocorréncia de efeitos adversos, a evidéncia disponivel ndo indica significativas
diferencas relacionadas ao sexo do resultado da terapia, e essa € a razao pela qual
esquemas terapéuticos de antirretrovirais ndo sao diferenciados de acordo com o
sexo do individuo (Floridia et al., 2008).

Manrique et al. (2010) investigaram um grupo de idosos diagnosticados com
infeccéo pelo HIV acima dos 50 anos, que entdo iniciaram a terapia. Os resultados
apontaram que eles tiveram excelentes respostas viroldégicas e imunoldgicas,
mesmo com a idade avancada.

O mesmo pode ser dito sobre fatores raciais. Estudos in vitro mostram que
a raca tem pouca influéncia no resultado da terapia e na concentracéo de drogas
em tecidos (Paintsil et al., 2011). O estudo de Mugavero et al. (2009) em uma
populacdo dos EUA acompanhou pacientes para tentar entender o quao a raca
influenciaria nas diferentes respostas ao tratamento, e observaram que diferencas
atribuidas a racas na realidade podem ser devido a caracteristicas

socioecondémicas das diferentes parcelas da sociedade americana.
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O SNP missense rs3745274 em CYP2B6 causa uma diminuicdo na funcdo
da enzima P450 e ja foi associado a concentracdes plasmaticas maiores do
antirretroviral efavirenz (Gatanaga et al., 2007). No entanto, nossos resultados néo
apontaram um papel nesse SNP na falha terapéutica de terapia anti-HIV de primeira
linha, embora possa estar mais relacionado com efeitos adversos da terapia, o que
nao foi analisado no presente estudo (Tsuchiya et al., 2004).

Dois novos genes candidatos foram selecionados para estudos de
associacdo farmacogenética: SLC22A1 e SLCO3AL. Esses genes codificam para
proteinas transportadoras de cations e anions organicos, respectivamente, e
contribuem para o transporte de NRTIs através das membranas celulares (Purcet
et al., 2006; Janneh et al., 2009). No entanto, nenhuma influéncia desses
polimorfismos foi detectada sobre a ocorréncia de falha terapéutica.

De uma maneira geral, foi observado que polimorfismos em genes de
proteinas transportadoras de inibidores de protease estiveram associados com a
ocorréncia de falha viroldgica. Um estudo anterior reportou uma associagao entre
0 gendtipo C/C do SNP rs1045642 (3435C>T) no gene ABCBL. Este gendtipo vem
sendo relacionado a maiores niveis de transcricdo do gene (Brumme et al., 2003).

No entanto, o presente estudo encontrou uma associacdo do genotipo T/T
com a falha virologica, mas ndo com o C/C. Fellay et al. (2002) reportaram que o
genaotipo T/T estaria relacionado a baixa transcricdo do gene ABCB1 e portanto,
baixa producdo de proteina. Interessantemente, os autores observaram que 0S
niveis plasmaticos do IP nelfinavir em individuos portando o gendétipo T/T eram
baixos. Os autores entdo formularam uma hipétese para explicar essa observacao:
a baixa expressao de ABCB1 seria compensada pela super-expressao de outros

transportadores ou enzimas da superfamilia CYP450. Isso levaria a uma maior
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eliminacao dos substratos dessas proteinas (IPs, nesse caso). Dessa forma, mais
estudos sdo necessarios para melhor entender a relagdo dos polimorfismos do
gene ABCB1 com a resposta ao tratamento antirretroviral.

O presente estudo reporta pela primeira vez a associacao do polimorfismo
rs212091 no gene ABCC1 com a falha viroldgica da terapia anti-HIV-1 de primeira
linha. Esse polimorfismo esta localizado na regido 3’ ndo traduzida do gene, que &
expresso em tecidos linfoides e expulsa do ambiente intracelular os inibidores de
protease mais usados na pratica clinica, lopinavir e ritonavir (Giraud et al., 2010).
Possivelmente, esse polimorfismo poderia influenciar na conformac¢édo do RNAmM ou
sua estabilidade, o que afetaria os niveis de proteina expressas. As analises
apontam para um efeito dominante do alelo C, entdo ele poderia estar relacionado
com niveis maiores da proteina ABCC1, o que poderia resultar numa concentracao
intracelular reduzida dos inibidores de protease.

Em resumo, os presentes resultados apontam que a presenca de genotipos
de risco dos genes ABCB1 (contendo o alelo A) e ABCCL1 (contendo o alelo T),
juntos ou independentemente, estdo associados com uma menor probabilidade de
sucesso terapéutico (supressdo da replicacdo do HIV-1). E possivel que esses
polimorfismos afetem a atividade proteica ou sua expressao, contribuindo para um
efluxo ainda maior dos inibidores de protease, o que resultaria em concentracdes
intracelulares subdtimas nas células-alvo, reduzindo a eficicia do tratamento.

A analise de regresséo logistica obtida poderia ser utilizada para ajudar a
predizer, com base em fatores genéticos, quais pacientes teriam um risco maior de
sofrer falha viroldgica durante o tratamento com esquemas antirretrovirais de
primeira linha. Com isso, os médicos poderiam personalizar esquemas terapéuticos

(escolhendo outra classe de antirretrovirais em vez dos inibidores de protease,
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ajustar doses, checando mais atentamente a adesdo do paciente ao tratamento,
etc).

Evidentemente, mais estudos sdo necessarios, principalmente para validar
os resultados obtidos, preferencialmente com outros grupos de pacientes. Além
disso, novos genes e suas variantes que atuem no resultado final da terapia
poderiam ser incluidos no modelo de regresséo logistica, o que refinaria seu poder
preditivo.

Uma limitac&o do nosso estudo esta relacionada com informacdes ausentes
sobre o status de resisténcia primaria do HIV-1 nos pacientes recrutados, devido a
duas razdes (1) o desenho do estudo foi retrospectivo e (2) diretrizes de saude
publica nacionais geralmente ndo recomendam genotipagem do HIV-1 pré-
tratamento, visto que no Brasil ainda ha baixa prevaléncia de cepas virais
resistentes (Soares et al., 2004; Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia

em Saude. Programa Nacional de DST e Aids, 2008).
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7. CONCLUSAO

1- Das variaveis analisadas, os genotipos dos polimorfismos rs1045642
(ABCB1) e rs212091 (ABCC1) foram as mais importantes para a predicéo
da falha terapéutica, confirmando resultados obtidos anteriormente por
outros pesquisadores.

2- Nao houve evidéncia de que polimorfismos em CYP2B6 e SLC22A1
possuam influéncia sobre o resultado da terapia.

3- Um modelo de regressao logistica para explicar e predizer a ocorréncia de
falha terapéutica através de componentes epidemiolédgicos e clinicos foi

elaborado, e seu poder discriminatério foi estimado em 82%.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Polimorfismos em Genes de Vias de Metabolizacdo e
Transporte de Drogas e Terapia Antirretroviral Contra o HIV.

Pesquisador responséavel Comité de Etica em Pesquisa
Antonio Victor Campos Coelho
Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Cidade Rua dos Coelhos, 300, Boa Vista,
Universitaria, Recife, PE. CEP: 50670- Recife, PE. CEP: 50070-550.
901. Telefone: 2101-2542 Telefone: 2122-4756
avccbio@gmail.com comitedeetica@imip.org.br

Convidamos vocé a participar da pesquisa que estamos realizando sobre
diferencas genéticas envolvidas no resultado final da terapia contra o HIV.

Em algumas pessoas o remédio contra o HIV ndo tem o efeito esperado, que
€ impedir que o virus se multiplique. Outras pessoas apresentam efeitos nao
esperados (adversos) durante o tratamento.

Estamos fazendo essa pesquisa para tentar descobrir se as pessoas que
ndo respondem bem ao tratamento apresentam diferencas genéticas que
expliqguem porque isso acontece. Essa pesquisa tera como beneficio a geracao de
conhecimento que podera contribuir para que, no futuro, os médicos melhorem os
tratamentos contra o HIV. No fim da pesquisa, vocé recebera um protocolo
resumindo os resultados do trabalho.

Com sua autorizacdo, gostariamos de utilizar uma pequena quantidade do
seu sangue (um total de 4 mL) que sera colhido hoje nos exames de rotina de
acompanhamento do seu tratamento. Pedimos também a sua autorizacdo para
usar na pesquisa dados como idade, sexo e resultados dos seus Ultimos exames.

Informamos que vocé nao sofrera prejuizo algum. Os riscos que vocé podera
sofrer sdo apenas sintomas provocados pela coleta do sangue, como vermelhid&do
e dor no brago no local da coleta. Além disso, todas as suas informacdes pessoais
estardo seguras. Nenhuma pessoa fora da pesquisa tera acesso a elas.

Vocé nao tera nenhum problema caso ndo queira participar ou desistir dessa
pesquisa. Asseguramos que vocé vai continuar a receber o mesmo atendimento
gue sempre recebeu neste hospital. Caso vocé tenha alguma duvida, por favor,

entre em contato com 0s responsaveis pela pesquisa.
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Eu,

(nome completo) compreendi as informagOes repassadas e autorizo que seja

realizada a avaliacdo genética a partir da amostra de sangue coletada, e concordo

que os dados obtidos sejam utilizados para pesquisa. Declaro que fui informado(a)

pela equipe do pesquisador sobre o0s objetivos do e estou consciente de que:

1. Concordei em participar da pesquisa sem nenhum tipo de presséo;

2. Posso a qualquer momento entrar em contato por telefone com o pesquisador

se tiver duvida sobre a pesquisa;

3. Posso a qualquer momento desistir da pesquisa e néo vou ter problemas no

atendimento do hospital por causa disso;

4. O pesquisador podera ter acesso ao meu prontuario e que minhas informacoes

pessoais serdo mantidas em sigilo;

5. Recebi uma copia deste documento.

Data de Nascimento

N° da Identidade

N° do Prontuario

Assinatura do Voluntario

Assinatura da Testemunha

Assinatura da Testemunha

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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APENDICE B — QUESTIONARIO CLINICO

1. Dados Pessoais (apenas para identificacdo, ndo serdo divulgados)

Nome do Paciente Data de Nascimento

Nome da Mae

Numero do RG Data do 1° Atendimento Naturalidade
Peso (em kg) Altura (em m) Sexo
M( ) F(C )
Endereco
NO
Bairro Cidade CEP
Telefone Nivel de Escolaridade (anos de estudo)

O paciente se considera de qual etnia (segundo classificacdo do IBGE)?

( ) Branca () Parda () Amarela

() Negra () Indigena () Nao informado

2. Infeccéao pelo HIV e fatores de risco

Modo de transmisséao

() Transmissao vertical () Relacbes sexuais heterossexuais
Relagbes sexuais ~ .
() GOe: () Transfusdo sanguinea
homossexuais
() Durante tratamento para () Acidente com material biolégico (seroconverséo
hemofilia até 6 meses)

() Uso de drogas injetaveis () Ignorado

Qual o ano em que o paciente descobriu que tem o

HIV?
Se a paciente for mulher, ela esti atualmente gravida?
SIM () | NAO( ) | Mes de gestacdo: |
O paciente tem relacdes com um parceiro sabidamente HIV+?
SIM( ) \ NAO ( ) | IGNORADO ( )
O paciente € usuario de drogas injetaveis?
SIM( ) | NAO ( )
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3. Tratamento Anti-HIV

Desde qual data o individuo recebe medicamentos anti-

HIV?

O individuo esta no primeiro esquema anti-HIV?

SIM () \

NAO ()

Se néo, quantas vezes houve mudanca de esquema?

Indique o(s) Esquema(s) terapéutico(s)

Esquema
1123

Remédio

Doses diarias

Abacavir (ABC)

comp.de300mg ( ) sol. oral 20 mg/ml ()

Amprenavir (APV)

sol. oral 15 mg/ml ()

Atazanavir (ATV) caps.de200mg ( ) 150mg () 300mg ( )
Darunavir (DRV) comp.de 300mg ()
Didanosina (ddl) caps.de 250 mg () 400mg ( ) sol. oral 10 mg/ml ()

Efavirenz (EFZ)

comp.de600mg( ) céaps.de400mg( ) sol. oral 10 mg/ml ()

Enfuvirtida (T20)

frascos-ampola de 90 mg/ml ()

Estavudina (d4T)

caps.30mg ( ) sol. oral 1 mg/ml ()

Fosamprenavir (FPV)

comp.de 700 mg ()

Indinavir (IDV)

caps.de 400 mg ()

Lamivudina (3TC)

comp.de 150 mg () sol. 10 mg/ml ()

Lopinavir/ritonavir
(LPVIr)

comp.200mg +50mg () sol. oral 80 mg/ml + 20 mg/ml ()

Nevirapina (NVP)

comp.de200mg () susp. oral 10 mg/ml ()

Raltegravir (RAL)

comp. de 400 mg (

Ritonavir (RTV)

Saquinavir (SQV)

)
caps.de100mg ( )
caps.de 200 mg ()

Tenofovir (TDF)

comp.de 300mg ()

AZT+3TC

comp. de 300 mg + 150 mg ()

Zidovudina (AZT)

sol. injetavel 10 mg/ml (

caps.de 100 mg ( ) )

sol. oral 10 mg/ml ()

A mudanca do esquema foi devido a falha terapéutica?

SIM( ) | NAO( )

A mudanca do esquema foi devido a efeitos adversos?

SIM( ) | NAO( )

Informar os sintomas sentidos que levaram a mudanca do esquema:

() alta de acucar no sangue () ictericia

() anemia () infarto

() aumento no colesterol () insOnia

() cansaco () lipodistrofia

() mal estar () mal estar

() diarreia () problemas nos nervos (formigamento,
dorméncia)

() dificuldade de concentracao () problemas no figado

() dor abdominal () problemas nos rins

() dor de cabeca () reacdo alérgica

() dor de estbmago () sonoléncia

() dor de garganta () tontura

() enjoo ( )tosse

() erupcgéo cutanea () vOmitos

() faltade ar

O individuo tem uma boa aderéncia ao tratamento?

SIM () |

NAO () | NAO INFORMADO ( )
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4. Comorbidades
O individuo apresenta alguma doenca pré-existente?
SIM(_ ) | NAO () | IGNORADO ()
Se sim, indique: O paciente toma alguma medicagé&o para tratar dessa
doenca?
Diabetes ()
Doencga autoimune (
)
Hepatite ()
Hipertensédo ()
Tuberculose ()
Outras (explique)
O individuo é fumante?
SIM( ) \ NAO ( )
O individuo bebe?
SIM( ) \ NAO ()
5. Infec¢cdes Oportunistas
O paciente apresentou alguma infeccdo oportunista ANTES de | SIm NAO
iniciar o tratamento? () ()
O paciente apresentou alguma infecgao oportunista DURANTE o SIM NAO
tratamento? () ()
Indique quais foram: (assinale com A para ANTES e D para DURANTE)
(Cav)it'lé'::gerculose disseminada/extra-pulmonar/n&o () Candidiase oral
() Candidiase de traqueia, bronquios ou pulméo () Candidiase do eséfago
((asp)e'gil;itézr(;::bse pulmonar cavitaria ou ndo () Herpes zoster
(_ ) Herpes simples (_ ) Disfuncdo do SNC
(_ ) Diarreia por 1 més ou mais () Febre >38 °C por 1 més ou mais*
() Perda de peso >10%* () Fadiga (“moleza”)*
() Dermatite persistente ( )Ane_mia e/_ou linfocitopenia e/ou
trombocitopenia
() Tosse persistente ou pneumonia* () Ingua por 1 més ou mais
(_ ) Céncer cervical invasivo (HPV) (_ ) Pneumonia por Pneumocystis carinii
() Toxoplasmose *ndo causadas por tuberculose
Medicamentos para Infec¢gdes Oportunistas
Iisq;em; Remédio Dosagens
Aciclovir comp.de 200 mg ( ) FAde 250 mg ( )
Acetato de Caspofungina FAde50mg ( )
Acido folinico comp.de 15mg ( ) Acido folinico
Anfotericina B FAde50mg ( )
Azitromicina comp.de 500 mg ( ) Azitromicina
Ciprofloxacina comp.de 500 mg ( ) Ciprofloxacina
Cetoconazol comp.de 200 mg ( )
Claritromicina comp.de 500 mg ( )
Clindamicina comp.de 300mg ( )
Espiramicina comp.de 1,5mui( )
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Medicamentos para Infeccdes Oportunistas (continuacao)

Esquema o

11213 Remédio Dosagens
Ganciclovir comp. de)250 mg ( FAde500mg ( )
Itraconazol caps. de)lOO mg (
Pantamioina FAde 300mg ( )

Pirimetamina

comp.de 25mg ( )

Pravastatina

comp.de 20mg ( )

Respigard Il

()

Sulfadiazina

comp. de 500 mg ()

Sulfamet. + trimet.

comp. de 400/80 mg () WP 400/8)0 mg/6 ml (

6. Acompanhamento do Tratamento anti-HIV

CARGA
VIRAL

DATA CD4+

CD8+ CD45+
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APENDICE C — CONCEITOS DE REGRESSAO LOGISTICA

A regressao logistica € uma técnica estatistica aplicavel em situacoes em
que se deseja explicar uma variavel resposta do tipo dicotdmica (ou binaria), ou
seja, com apenas dois valores possiveis.

Dessa forma, € um método bastante adequado para andlises de
epidemiologia, que muitas vezes se detém em entender em situacdes semelhantes
as descritas, como por exemplo, tentar determinar quais fatores estéo relacionados
ao desenvolvimento de determinada doenca.

Estudos de associacdo genética (EAG) sdao um bom exemplo onde a
regressdo logistica pode ser aplicada, pois para esse tipo de metodologia &
necessario que variantes genéticas sejam selecionadas para entao avaliar se elas
possuem influéncia no surgimento da doenca ou fenétipo sob observacéao.

Os desenhos de estudo mais comumente presentes em EAG séo os de caso
controle ou de coortes. No primeiro tipo, individuos sao selecionados com base em
seu status clinico e entdo possiveis fatores de risco (no nosso exemplo,
polimorfismos genéticos e outros fatores) sao identificados retrospectivamente. No
segundo tipo, os individuos sao recrutados antes do aparecimento do status clinico
e os fatores de risco séo entdo identificados prospectivamente.

Seguindo o recrutamento amostral e coleta de dados, os individuos sao
agrupados em tabelas de contingéncia de acordo com seu status (casos ou
controles, presenca ou auséncia de uma doenca, por exemplo) e com a exposi¢cao
aos fatores de risco (alelos ou genotipos).

A tabela de contingéncia mais simples € a 2 x 2, em que se avalia se um

fator de exposicéo dicotdmico esta associado com um fenétipo também dicotémico,
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ou seja, se a presenca do fator esta associada com o aparecimento da doenca.
Isso é facilmente determinado pelo célculo da razdo de chances (odds ratio, OR)
em estudos de caso-controle ou do risco relativo (RR), no caso do estudo de
coortes.

A OR e 0 RR medem o quanto um fator esta associado a um status clinico.
Uma OR igual a um indica que o fator de interesse esta igualmente presente em
ambos os grupos de estudo, e portanto ele ndo esta associado com a presenca da
doenca. Se, no entanto, a OR obtida for maior que um, significa que a presenca do
fator esta mais presente nos casos, e portanto esta associada com suscetibilidade
a doenca. Similarmente, se for menor que um, entdo o fator protege contra o
aparecimento do fendtipo clinico.

Geralmente, além dos dados genéticos, dados clinicos e/ou epidemioldgicos
sdo também coletados com o objetivo de ajustar a analise, de forma a assegurar
gue as eventuais associacdes detectadas sejam de fato relevantes, e ndo espurias.
Isso € uma das vantagens da regressao logistica, visto que essa técnica € capaz
de lidar com diversas variaveis simultaneamente, fornecendo OR ajustadas.

A regressao logistica pode ser representada pela formula

ea+ﬁx

Y= T ¥ eathx

Em que y representa a probabilidade de ocorrer a doenca dado os valores
das variaveis x. Como y é binaria, podemos representar que ela assume como
valores 0 (auséncia de doenca) ou 1 (presenca de doenca).

No entanto, os valores de x podem assumir diversos valores, pois séo
nossas variaveis em estudo, que podem incluir: genétipos (variaveis categoricas),

idade em anos (variavel numérica discreta), massa corporal (variavel numérica
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continua), etc. Dessa forma, o formato do segundo termo da equacao permite que
y possa assumir valores entre 0 e 1 (probabilidades).

Outra propriedade da regressao logistica sdo o0s parametros que
acompanham o valor de cada variavel x, os betas. Existem tantos betas quanto
forem as variaveis incluidas na regressdo. O beta representa o quanto uma
mudanca de unidade na variavel que o acompanha contribui para o risco de
desenvolvimento da doenca. O outro parametro é o alfa, que representa o risco
inicial de desenvolver a doenca independentemente das outras variaveis.

Valores de beta positivos sinalizam que a variavel contribui para o
desenvolvimento da doencga, enquanto valores negativos significam que o fator em
questdo protege contra a doenca.

A regressao logistica consiste em justamente estimar esses parametros por
meio de maxima verossimilhanca e testar a hipotese de que eles sao
estatisticamente diferentes de zero (o que implica em dizer que eles de fato
contribuem para o desenvolvimento do fenaétipo clinico).

Os parametros podem ser interpretados da seguinte forma: se compararmos
duas pessoas com valores idénticos das variaveis X, exceto por uma, saberemos
exatamente quanto essa variavel influencia no risco de ocorréncia de doenca, por
meio do beta que a acompanha.

ApoOs estimados os valores de beta, devemos verificar se eles tém
importancia no modelo, ou seja, se a variavel contribui significativamente para o
risco do desenvolvimento do status clinico em observacdo. O principio dessa
verificagdo € comparar modelos incluindo a varidvel com modelos sem inclui-la.
Essa comparagéo pode ser feita por duas propriedades da regresséo, a desviancia

(D) e o critério de informacao de Akaike (Akaike information criterion, AIC).
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A D recebe esse nome pois mede a diferengca (desvio) entre a

verossimilhanca (L) entre dois modelos e pode ser calculada pela formula:

L delo
D=-21 ( mo )
"z

modelo saturado

Primeiramente assumimos que o “modelo saturado” explicaria perfeitamente
0 risco e portanto sua verossimilhanga é igual a um (L=1), simplificando a equacgéo
acima para

D = —2In(Lmogeto)

Dessa forma, podemos usar a D como um critério de qualidade das variaveis
incluidas. Quanto menor for a D, melhor o modelo se aproxima do “modelo
saturado” hipotético.

O mesmo conceito se aplica ao AIC:

AIC = 2k — 21n(L),

em que k representa o numero de parametros em analise (os betas) e L a
verossimilhanca do modelo em andlise. Ele mede o quanto de informacéo é perdida
em comparagdo a um modelo saturado hipotético. Portanto, quanto menor o AIC,
melhor seria 0 modelo.

ApoOs a selecdo do modelo final com a ajuda da D e do AIC, € necessario
gue seja verificado se o0 modelo descreve corretamente o risco baseando-se nas
observacgfes usadas para gerar o modelo (aderéncia), o que é feito com o teste de
le Cessie-van Houwelingen-Copas-Hosmer (para esse teste um p-valor acima do
nivel de significAncia adotado indica que a aderéncia do modelo é adequada).

Caso o modelo apresente uma aderéncia adequada, os parametros
estimados podem entdo ser usados para interpretar o risco de ocorréncia da

doenca com base nas variaveis incluidas.
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A primeira propriedade da regressao logistica usada para isso € o fato de
gque podemos obter ORs ajustadas para uma variavel em questao por meio de seu
beta:

OR = eF,

em que e representa a base do logaritmo natural (aproximadamente
2,71828).

A segunda propriedade permite calcular a probabilidade de ocorréncia da
doenca (ver a primeira formula) ou uma razao que expressa quantas vezes 0 risco
individual € aumentado ou diminuido face as variaveis presentes (odds), a partir da

transformacao logistica da primeira férmula:

logit(y) =In (1 4

y>=a+ﬁx

Em que o termo (%) representa a odds, ou seja, a razado entre as

probabilidade de ocorrer a doenca (y) sobre a de nao ocorrer a doenca (1-y), dado
os valores de x. Se a odds resultar em um ndamero maior que 1, significa que os
valores de x provenientes daquele individuo conferiram suscetibilidade a doenca.
Caso contréario (valores menores que 1), indicam que ele esta protegido contra a

doenca.

LEITURAS RECOMENDADAS
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