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... “0o DNA néao tem um significado
fixo ou deliberado. Por esta razéo,
€ preciso interpreta-lo com cautela,
menos como prosa, mais como
murmurios solenes e complicados
de um oréaculo.”
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RESUMO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) infecta, principalmente, linfocitos T
helper (T auxiliar) que expressam a proteina de superficie CD4 (LT-CDA4+)
causando o enfraquecimento do sistema imunolégico e favorecendo o
aparecimento de doencas oportunistas. Na ocorréncia dessa situacao, a sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) se desenvolve. A prevaléncia de pessoas
vivendo com HIV (PVHIV) continua a crescer mundialmente. Contudo, novas
infeccbes pelo virus crescem de forma particular em determinadas regifes do
mundo. A terapia antirretroviral (TARV) combinada mudou a perspectiva da
infeccdo pelo HIV de uma doenca mortal para uma enfermidade crbnica. Apesar
destes beneficios, alguns pacientes nao atingem a supressao viral. Sabe-se que os
farmacos antirretrovirais (ARVS) sdo capazes de atuar em nivel molecular,
alterando a atividade de fatores de transcricdo em genes do metabolismo glicidico
e lipidico, induzindo dislipidemia, resisténcia a insulina (RI), diabetes mellitus (DM)
e sindrome metabdlica (SM), além dos efeitos na fisiologia dos adipocitos. Estes
altimos favorecem o desenvolvimento da sindrome da lipodistrofia (LD). Diversos
polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs) em genes do metabolismo glicidico
e lipidico ja foram implicados na susceptibilidade a LD e SM, sendo de especial
interesse o fator de necrose tumoral (TNF), o receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma gama (PPARG), o fator de transcricdo de ligacdo ao elemento
regulatério de esterol 1 (SREBF1), o gene associado a obesidade e massa gorda
(FTO) e a sirtuina 1 (SIRT1). Em conjunto ao monitoramento da carga viral, as
PVHIV em TARV também requerem o acompanhamento dos niveis circulantes dos
farmacos a fim de assegurar o sucesso terapéutico e evitar niveis sub-terapéuticos,
0 que aumenta a chance de falha virol6gica. Uma alternativa minimamente invasiva
para dosagem plasmatica dos farmacos € a técnica de mancha de sangue seco em
papel (DBS). Esta técnica possui inimeras vantagens em relacéo ao procedimento
padrdo, dado que apresenta facilidade na coleta, transporte, armazenamento e,
principalmente, a acessibilidade em regides remotas. Desta forma, o objetivo desta
pesquisa foi avaliar a contribuicdo de SNPs nos genes supracitados como fatores
de susceptibilidade ao desenvolvimento de LD em PVHIV. Ainda, determinar a os
niveis plasmaticos dos farmacos antirretrovirais efavirenz (EFV) e atazanavir (ATV)
através do método DBS e avaliar a exequibilidade desta ferramenta para o
monitoramento terapéutico de farmacos (MTF) em uma amostra de individuos
infectados pelo HIV sob TARV vivendo na regido Sul do Brasil. Em nossa amostra
(N = 832), identificamos que a prevaléncia de LD foi maior em individuos de raca
branca do que em né&o brancos. A variante de risco A no SNP rs9939609 (T > A)
do gene FTO e o alelo polimérfico G para o SNP rs2297508 (C > G) no gene
SREBF1 contribuiram para o desenvolvimento de LD (P = 0,006 e P = 0,052,
respectivamente), mas ndo para SM (dados ndo mostrados). Nao encontramos
associacao significativa entre os polimorfismos rs2273773 T>C, rs12413112 G>A,
rs7895833 A>G e rs12049646 T>C no gene da SIRT1 e o risco de desenvolvimento
de LD (P = 0,949, P = 0,841, P = 0,797 and P = 0,700, respectivamente) e SM
(dados ndo mostrados). As quantificagbes dos farmacos EFV e ATV foram
altamente correlacionadas entre 0 método DBS e o plasma. Assim, a técnica DBS
pode ser uma alternativa ao método padrdao. Contudo, a burocracia e o sistema
logistico brasileiro precisa ser superado para que a técnica DBS seja uma realidade
no cuidado clinico das PVHIV.



ABSTRACT

The human immunodeficiency virus (HIV) infects T helper lymphocytes that express
the CD4 (LT-CD4 +) protein on surface, causing weakness of the immune system
and favoring the onset of opportunistic diseases. When this situation occurs,
acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) develops. The prevalence of people
living with HIV (PLHIV) continues to increase worldwide. However, new infections
grow up in particular regions of the world. Highly active antiretroviral therapy (HAART)
has changed the perception of HIV infection and AIDS from a deadly disease to a
chronic illness. Despite these benefits, some patients do not achieve viral
suppression. It is known that antiretroviral (ARVS) drugs act in the molecular level
because they modify the activity of transcription factors in glycidic and lipid
metabolism genes, inducing dyslipidemia, insulin resistance (IR), diabetes mellitus
(DM) and metabolic syndrome (MS), besides the effects on adipocyte physiology.
The latter favor the development of the lipodystrophy syndrome (LD). Several single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in glycidic and lipid metabolism genes have
already been implicated in the susceptibility to LD and MS, being of special interest
the tumor necrosis factor (TNF), peroxisome proliferator response elements
(PPARG), sterol regulatory element binding transcription factor 1 (SREBF1), fat
mass-and obesity-associated gene (FTO) and sirtuin 1 (SIRT1). In conjunction with
viral load monitoring, PLHIV on HAART also require monitoring of drugs circulating
levels to ensure therapeutic success and avoid subtherapeutic levels, which
expands the chance of virologic failure. A minimally invasive alternative for plasma
drug dosing is dried blood spot (DBS) technique. This method has several
advantages over plasma standard procedure, such as ease collection,
transportation, storage and, especially, accessibility in remote regions. Thus, the
objective of the study was to evaluate the contribution of genetic variants in the
aforementioned genes as susceptibility factors to LD and MS development in
PLHIV. In addition, to determine plasma levels of efavirenz (EFV) and atazanavir
(ATV) antiretroviral drugs through the DBS collection and to evaluate the feasibility
of this tool for therapeutic drug monitoring (TDM) in a sample of HIV infected
individuals under HAART living in the Southern region of Brazil. In our sample (N =
832), we identified that the prevalence of LD was higher in whites than in non-whites
individuals. FTO rs9939609 A-carriers and SREBF1 rs2297508 G-carriers were at
higher risk of LD development (P = 0.006 e P = 0.052, respectively), but not to MS
occurrence (data not shown). We found no significant association between the
rs2273773 T>C, rs12413112 G>A, rs7895833 A>G and rs12049646 T>C
polymorphisms in the SIRT1 gene and the risk of developing LD (P = 0.949, P =
0.841, P = 0.797 and P = 0.700, respectively) and MS (data not shown). The
guantifications of the EFV and ATV drugs were highly correlated between the DBS
and plasma methods. Thus, the DBS techniqgue may be an alternative to the
standard method. However, the bureaucracy and logistics system in Brazil needs to
be overcome to DBS collection become a reality in the clinical care of PLHIV.



1 INTRODUCAO

1.1. A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Aids) e o virus HIV

Acredita-se que a transmissao do virus da imunodeficiéncia humana — HIV
(do inglés, human immunodeficiency virus) para o homem tenha acontecido na
década de 1930, através da caca e manipulacdo da carne ensanguentada de
chimpanzés de Camardes e Gab&o, no Oeste da Africa. Os cacadores africanos
desconheciam a presenca de um patégeno viral nestes animais que, através de
escoriacdes e ferimentos na pele, podiam invadir o organismo humano. Apds a
transmissao, o virus chegou as secrecdes genitais onde permitiu sua transmissao
a outros individuos por meio do contato sexual. As guerras civis, pobreza,
prostituicdo e campanhas de vacinacdo com agulhas ndo descartaveis favoreceram
a disseminacdo viral. MutagBes modificaram o virus oriundo dos chimpanzés,

tornando-o especifico dos seres humanos (1,2).

Na outra extremidade do continente Africano, na floresta da Guiné-Bissau,
macacos Sooty mangabey transmitiram aos homens virus parecidos aqueles dos
chimpanzés de Camardo e Gabdo. As diferencas entre ambas as linhagens
classificaram como virus do tipo 1 aqueles oriundos de Camardo e Gabao,
enquanto os da Guiné-Bissau foram denominados virus tipo 2. Enquanto o virus
tipo 1 espalhou-se vigorosamente na Africa, o virus tipo 2 percorreu o caminho
Europeu, especificamente em Portugal, através de soldados que participaram das
rebelides em Guiné-Bissau e Cabo Verde visando sua independéncia. Nas viagens
para outros continentes, o virus chegou ao Haiti. La, contaminou um individuo por
transfusdo de sangue. Chegou aos Canadenses por contato sexual.
Possivelmente, haitianos infectados carregaram o virus para os Estados Unidos da
América onde difundiu-se entre homens que se relacionavam com outros homens
no final dos anos de 1960 (1,2).
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Décadas mais tarde, em 1981, a agéncia americana encarregada pelo
controle de doencas infecciosas, Center for Disease Control and Prevention (CDC),
recebeu a notificagdo dos primeiros casos de uma grave deficiéncia imunoldgica
entre homens que fazem sexo com outros homens (HSM) (3). No ano seguinte,
1982, fatos semelhantes foram descritos entre usuarios de drogas ilicitas
intravenosas, em individuos com sangue transfundido e em criancas com menos
de dois anos cujas maes apresentavam 0os mesmos sintomas. Esse conjunto de
acontecimentos levou o 6rgéo de salude americano supracitado a reconhecer a real
presenca de uma moléstia e nomeada como Sindrome da Imunodeficiéncia

Adquirida - Aids (do inglés, acquired immunodeficiency syndrome) (4).

O agente etiolégico da Aids foi caracterizado apenas em 1983 por dois
grupos de pesquisa autbnomos. Primeiramente, foi designado como
Lynphadenopathy-Associated Virus (LAV) pela equipe francesa chefiada por Luc
Montagnier (5) e pelo grupo americano comandado por Robert Gallo que encontrou
caracteristicas semelhantes ao Virus T-linfotropico humano (HTLV, do inglés,
Human T-Lynphotropic Virus), batizando-o como HTLV-Ill (6,7). Posteriormente,
em 1986, percebeu-se que se tratava do mesmo micro-organismo causador dos
casos de imunodeficiéncia e, assim, este foi denominado como virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) pelo Internacional Committee on the Taxonomy
Viruses (8). Os parentes mais proximos do homem continuam com seus virus,
conhecidos por virus da imunodeficiéncia do simio (SIV) (1). O HIV-1 e o HIV-2
possuem quase 50% de homologia na sequéncia de nucleotideos, idéntica

estrutura da particula viral e tropismo celular (9).

De acordo com suas caracteristicas biolégicas, o virus HIV foi incluido ao
género dos Lentivirus dentro da familia Retroviridae. Os virus pertencentes a este
género sao reconhecidos por permanecer longos periodos em laténcia clinica, entre
a infeccdo e o inicio dos sintomas, além do seu carater cronico e progressivo. A
familia Retroviridae abriga virus que possuem o acido ribonucleico (RNA) como
material genético e usam a transcricdo reversa para sintetizar um acido

desoxirribonucleico (DNA) a parir de um RNA (10).
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O virus HIV-1 é categorizado filogeneticamente em quatro grupos principais
(M, N, O e P) provindo de transmissdes independentes entre virus da
imunodeficiéncia simia de primatas ndo humanos para os seres humanos. Além
desses quatro grupos, o HIV-1 é subdividido em subtipos, sub-subtipos, formas
recombinantes circulantes (CRFs) e formas recombinantes Unicas (URFs) (Figura
1). O Grupo M (do inglés, major) € o mais representativo na pandemia da Aids —
presente em mais de 95% das pessoas infectadas pelo virus HIV-1 no mundo. Esta
dividido em nove subtipos: A, B, C, D, F, G, H, J e K. As variantes A e F sofrem
uma divisdo em sub-subtipos: A1-A5 e F1-F2, respectivamente. Grupo O (do inglés,
outlier) esta presente da Africa Central e Ocidental. O Grupo N (do inglés, non-
M/non-0) é encontrado em algumas poucas pessoas de Camardes (menos de 20
individuos no total) (11,12) e o grupo P (new group) foi o Ultimo grupo a ser
identificado em uma mulher de Camardes e parece ser procedente de um lentivirus
dos gorilas (13,14). Cada grupo difere entre si cerca de 37,5% e 14,7% entre 0s
subtipos do HIV-1 (15).

HIV
—{Tieo
HDNE RN EDEEEEE o

Subtipos e
formas

recombinantes

Sub-subtipos

N I8 G I }

Figura 1. Classificagao filogenética do virus HIV.

Em uma recente revisédo sistematica, com 383.519 amostras de 116 paises
entre 1990 e 2015, Hemelaar et al. (2018) apresentaram a epidemiologia molecular

do HIV-1. Os autores reportaram que o subtipo C refletiu 46,6% do total de
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infectados no mundo, seguido pelo subtipo B com 12,1% das infeccbes e, por
altimo, o subtipo A (10,3%). As CRFs e URFs contribuiram com 22,8% de todas as
infecgbes globais pelo HIV-1. Na América Latina, o subtipo B é predominante
(76,0% dos casos) (16). No Brasil, o subtipo B também é o mais frequente (17,18);
mas na regido Sul do pais o subtipo C é o mais prevalente (19,20), seguido pelos
subtipos B, F1, BF1 (mosaico) e formas recombinantes (21) como a linhagem
recombinante CRF31_BC, preferencialmente encontrada na cidade de Porto Alegre
- provavel cidade de origem. Contudo, apesar desta alta prevaléncia localizada,
recentemente um estudo demonstrou que a CRF31_BC esta se propagando por
diversos locais do pais através de transmissao autoctone (22). Acredita-se que esta
forma recombinante tenha surgido em 1988 (1982 — 1992), coincidindo com as
primeiras detec¢fes de CRF31_BC em individuos com HIV no inicio dos anos 90
(23).

Pacientes infectados com subtipo C do HIV-1 apresentam maiores contagem
de LT-CD4+ quando comparados com outros subtipos ndo-C. Essa caracteristica
€, provavelmente, explicada pelo fitness viral por trés motivos: o primeiro, subtipo
1C reduz a capacidade replicativa em células mononucleares periféricas, o que
aumenta a contagem de LT-CD4+ quando comparado com individuos infectados
por outros subtipos. Segundo, o HIV-1C tem menor viruléncia devido seu tropismo
predominante pelo co-receptor CCR5 do que o CXCR4 que, sabe-se, estar
relacionado ao acelerado desenvolvimento da doenga. Terceiro, menor
patogenicidade, mas com equivalente transmissdo aos outros subtipos,
aumentando o periodo assintomatico da infeccdo o que, consequentemente,
favorece a disseminacao da infeccdo. Apesar disso, as taxas de transmissao do
subtipo C em outras regides do Brasil e em paises da América do Sul que fazem
fronteira com nosso pais ainda sdo menores quando comparadas as taxas do Sul
do Brasil. Assim, é aceitavel considerar que outros fatores além dos inerentes ao

virus sdo responsaveis pelo padrédo de infeccdo na regido Sul (20,24).



2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A pandemia de Aids causada pela infec¢do pelo virus HIV-1 atinge, neste
momento, cerca de 36,9 milhdes de pessoas, segundo o Programa Conjunto das
Nacdes Unidas sobre HIV/AIDS (UNAIDS) no ultimo relatério publicado em 2017.
Deste total, 21,7 milhdes de individuos tiveram acesso a terapia antirretroviral
(TARV) e 1,8 milhdes de novas infecgdes ocorreram no mundo — declinio de 47%
desde a maior incidéncia, em 1996, que atingiu 3,4 milhdes de pessoas. Contudo,
em determinadas regiées do mundo, como no Leste Europeu, Asia Central, Oriente
Médio e Norte da Africa, novas infecgdes pelo virus HIV crescem em maiores
propor¢des. As mortes relacionadas a Aids seguem a mesma tendéncia de queda
nas taxas: 940 mil pessoas em 2017, comparando-se com 1,4 milhdo em 2010 e
1,9 milhdo em 2004 (25). O declinio na mortalidade e o aumento da
qualidade/expectativa de vida das pessoas vivendo com HIV/Aids (PVHIV) séo
reflexos da maior cobertura a terapia antirretroviral altamente ativa — HAART (do
inglés, highly active antiretroviral therapy) a contar do diagndstico, atendendo ao
guideline “tratamento para todos” recomendado pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) (26).

Da estatistica global em 2017, aproximadamente 1,8 milhdo de PVHIV
(adultos acima de 15 anos e criancas de 0 a 14 anos) acumulam-se na América
Latina. Destes, 1,1 milhdo estavam em uso de farmacos ARVs. Em torno de 960
mil estdo com a carga viral suprimida. Aproximadamente 100 mil novas infeccfes
foram notificadas em 2017 (27). O Brasil contribui com o total de 860 mil casos de
infeccdo pelo HIV, representando um tergo de todas as PVHIV entre os paises da
América Central e do Sul. Estima-se que 552 mil PVHIV estejam em TARV e que
510 mil tenham a carga viral suprimida. A incidéncia foi de 48 mil novos casos no
ano de 2017, concentrando-se na faixa de 20 a 34 anos (52,6% de todos os casos).
De acordo com o mais recente Boletim Epidemioldgico HIV-Aids publicado pelo
Departamento de DST, AIDS e Hepatites Virais do Ministério da Saude (2018),
percebe-se 0 encolhimento na taxa de deteccdo de Aids no pais: de 21,7/100.000
habitantes (2012) para 18,3/100.000 habitantes (2017), representando uma queda
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de 15,7% (28,29). Esta reducéo é decorrente da implementacdo, em dezembro de
2013, de acesso aos medicamentos ARVs a todos aqueles diagnosticados com a

infeccéo pelo HIV (30).

Segundo os dados apurados pelo Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (Sinan), de 2007 até junho de 2018, foram notificados 247,795 casos
de infeccdo pelo HIV no Brasil, concentrando-se os maiores ndmeros na regiao
Sudeste (117,415 casos - 47,4%) e regiao Sul (50,890 casos — 20,5%). Neste
mesmo periodo, os homens refletiram 68,6% (169,932) dos casos e as mulheres
31,4% (77,812). Os casos com escolaridade informada, aqueles com ensino médio
completo foram a maior parte (27,5%), seguido daqueles com instrucdo entre a 5°
e 8° série incompleta do ensino fundamental. Relativo a raca/cor da pele
autodeclarada, observa-se entre 2007 e junho de 2018, 46,1% entre os brancos e
52,9% entre ndo-brancos. Com referéncia a categoria de exposi¢ao nos individuos
acima de 13 anos, de 2007 até junho de 2018, nos homens constatou-se que 59,4%
dos casos foram derivados de exposicdo homossexual ou bissexual, 36,9%
heterossexual e 2,6% entre pessoas que usam drogas injetaveis (PDI). Nas
mulheres, 96,8% decorrem de exposi¢cao heterossexual e 1,6% de PDI. A razéo
entre os sexos em 2017, excluindo o HIV em gestantes, foi 2,6 (M:F), isto é, 26
homens para cada 10 mulheres. Importante salientar que a notificacdo da Aids é
compulsoria desde 1986, enquanto que a infeccdo pelo HIV no Sinan iniciou
somente no ano de 2014 (28).

O estado do Rio Grande do Sul (RS) lidera as taxas de casos de infeccao
pelo HIV na regido Sul quando comparado aos estados de Santa Catarina e
Parand, totalizando 18,901 casos notificados no Sinan de janeiro de 2007 a junho
de 2018. Nosso estado permanece em 2° lugar no ranking dos estados, exibindo
taxa de deteccdo de 31,8 casos em 100,000 habitantes. Porto Alegre é a capital
com maior taxa de deteccdo em 2017: 60,8 casos/100 mil habitantes — valor
superior ao dobro da taxa do Rio Grande de Sul e 3,3 vezes maior que a taxa do
Brasil. Os homens representam 10.344 casos e as mulheres, 8.557 (apresentando

a razéo entre sexos de 1,5 M:F). A distribuicdo dos casos por faixa etaria seguiu a
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tendéncia nacional, acumulando-se na por¢cdo dos 20 a 39 anos. A maior
porcentagem de escolaridade ficou entre a 5° e 8° série incompleta do ensino
fundamental. Alusivo a etnia autodeclarada, 73,9% séo brancos e 25,5% s&o néo-
brancos. Identificou-se que 78,2% dos casos de HIV registrados no Sinan foram
decorrentes da exposicdo heterossexual. Todavia, € importante destacar o
aumento observado da infeccao pelo HIV na categoria de homens que fazem sexo
com outros homens (HSH), passando de 12,2% em 2007 para 24,2% em 2016 (31).

Historicamente, o perfil epidémico da infeccdo pelo HIV-1 estava
concentrado entre pessoas com determinados comportamentos/ambientes de
risco, como em HSH, receptores de sangue e pessoas que usam drogas injetaveis
(PDI). Ao longo dos anos esse perfil foi se modificando, atingindo outros nichos
populacionais por intermédio da transmissdo heterossexual que proporcionou o
crescimento substancial de casos em mulheres (favorecendo a contaminacao de
criangas via transmissao vertical) acompanhado pela difusdo geografica da doenca
dos grandes centros urbanos em direcdo aos municipios de médio e pequeno porte.
Os avancos na industria farmacéutica e da medicina permitiram o prolongamento
da vida sexual ativa, o0 que tem resultado em um aumento no nimero de pessoas

com diagndstico de Aids na faixa acima de 60 anos (25,28,32,33).

O HIV-1 presente no sangue, sémen e outros fluidos corporais como leite
materno pode ser transmitido por diferentes rotas e fatores de risco, tais como o
contato sexual, parenteral (transfusdo de sangue e hemoderivados), vertical (mae
para filho durante a gestacdo, no trabalho de parto e na amamentacao), leséo
ocupacional, uso de substancias ilicitas (drogas injetaveis) e trabalho sexual (34).
Além destes aspectos, o baixo nivel educacional e socioecondmico bem como o
acesso limitado aos servicos de saude cooperam conjuntamente para
disseminacédo viral. A idade avancada também contribui como elemento de
susceptibilidade ao HIV-1 pois individuos mais velhos estariam expostos a
situacdes de risco por periodos de tempo prolongados e carentes de informacdes

preventivas (35).
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A categoria de exposicdo contribui diferentemente para a prevaléncia do
HIV-1 em todo o mundo. A transmissdo heterossexual responde por mais de 70%
no mundo, seguido por HSH, infec¢cdo materno infantil e uso de drogas injetaveis.
A elevada taxa de transmissdo heterossexual reflete, parcialmente, a alta
frequéncia de casais sorodiscordantes e a presenca de outros fatores de risco
associados, como Ulcera genital, circuncisdo masculina, carga viral e estagio da
doenca pelo HIV (fase aguda apresenta maior eficiéncia na transmissao). Nos
paises desenvolvidos, estima-se que a transmissdo de homens para mulheres é de
0,08% enquanto que de mulheres para homens € de 0,004%. Em contrapartida,
paises em desenvolvimento, essas taxas sdo maiores: 0,38% de homens para
mulheres e 0,3% de mulheres para homens. O emprego continuo e regular da
TARV além da circuncisdo masculina reduz a transmissdo em 96% e 60%,

respectivamente (36).



3 O VIRUS HIV-1

3.1. A particula viral

A particula viral do HIV-1 é esférica e mede aproximadamente 110 nm
(média, 95 a 166 nm) de diametro. Apresenta, externamente, um envelope
composto por uma bicamada lipidica onde estdo fixadas as glicoproteinas de
superficie (gpl120) e transmembrana (gp41l), originadas do precursor gpl60.
Internamente, encontra-se a matriz proteica (MA; p17) que envolve o capsideo viral
(CA; p24). Incluso a esta ultima estrutura (CA; p24) est4 o material genético do HIV-
1, constituido por duas fitas similares do acido ribonucleico (RNA) de polaridade
positiva associadas a trés principais enzimas virais: transcriptase reversa (TR),

integrase (IN) e protease (PR) (10).

Cada fita de RNA, individualmente, pode ser utilizada como molde para
transcri¢do viral. Quando as duas copias do genoma forem geneticamente distintas,
poderd haver recombinacdo e a progénie resultante serda formada por virions
homozigotos e heterozigotos (“dual infection”). Qualquer particula é potencialmente
capaz de interagir com as proteinas virais (TR, IN e PR) para formar provirus
(genoma viral integrado ao material genético do hospedeiro) que sera constituido
de um DNA quimérico portando informacfes genéticas de cada uma das fitas de
RNA (37).

3.2. Organizacao gendmica do HIV-1

O genoma do virus HIV-1 abriga duas cépias idénticas de RNA fita simples
com mais de 9,600 nucleotideos (~ 9,7 Kb) que estdo delimitadas por duas
sequéncias de terminacéo longa (LTR, do inglés long terminal repeat) internas (5’-
LTR e 3’-LTR) contendo sitios de origem da replicacdo, ORFs (do inglés, open

reading frames) e refor¢cadores (do inglés, enhancers). Cada regido LTR contém as
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sub-regibes U3, R e U5, responsaveis por abrigar sitios de ligacdo a fatores de
transcricdo celular e ao elemento de resposta transativadora (TAR) associado com
a trans-ativacdo mediada pela proteina Tat (38). Este genoma de organizacdo
complexa é capaz de codificar 15 produtos moleculares. As nove ORFs estédo
agrupados em trés categorias: genes estruturais (gag, pol e env), genes

regulatorios (tat e rev) e genes acessorios (vif, vpr, vpu e nef) (9,39).

Os genes estruturais, como 0 nome sugere, sdo responsaveis por codificar
proteinas que irdo compor a estrutura viral. O gene gag (antigeno especifico do
grupo) codifica um polipeptidio (p55) imaturo que € precursor da matriz proteica
(MA; p17), do capsideo (CA; p24) e das proteinas nucleares (NC; p7), responsaveis
pela formacao e estabilizacdo dos dimeros de RNA. O gene pol (polimerase), que
se sobrepde ao inicio de leitura do gene gag, é sintetizado como parte da fuséo
entre as proteinas Gag-Pol. Através da clivagem proteolitica pela protease viral,
trés enzimas fundamentais para o ciclo do virus sao liberadas: transcriptase reversa
(TR; p51); protease (PR, p10) e integrase (IN, p32) (9,10,39). A enzima TR é uma
polimerase de DNA dependente de RNA formada por uma subunidade reguladora
(p51) e uma catalitica (p66) cuja funcéo € retrotranscrever o RNA fita simples viral
em um DNA dupla fita. Particularmente, a regido p66 possui atividade RNAse H na
qual degrada a molécula de RNA do hibrido RNA-DNA durante o processo de
transcricdo reversa. O gene env (envelope) codifica a glicoproteina Env que € um
heterodimeros composto pelas glicoproteinas de superficie gpl20 e
transmembrana gp4l, geradas a partir da clivagem da glicoproteina gpl60 e

organizadas em simetria triangular (38).

Ainda, ha os genes regulatérios que codificam as seguintes proteinas: o
gene tat codifica a proteina transativadora transcricional Tat (p14) que interage com
0 elemento de resposta transativadora (TAR) na regido 5’-LTR do mRNA do HIV
favorecendo a transcricéo e producdo de novos virions. O gene rev (regulador de
splicing) codifica a proteina Rev (p19), responsavel pelo transporte do mRNA viral

para o citoplasma (10).
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Os genes acessorios codificam proteinas relacionadas a infectividade viral
(gene vif, codifica a proteina p23); replicacao (gene vpr, codifica a proteina p15 que
se associa com o complexo pré-integracédo — PIC do genoma viral); interferéncia da
atividade imunoldégica de LT-CD4+ e brotamento (gene vpu, codifica a proteina p16)
(10). Uma vez infectado pelo HIV-1, o gene vif atua dentro do LT-CD4+ como
antagonista da atividade antiviral do fator de restricédo celular humano APOBECS3G,
pertencente a familia de enzimas APOBEC (do inglés, APOlipoprotein B mRNA
Editing enzyme, Catalytic polypeptide-like 3G or AG3), cuja funcéo € a deaminacao
de citosinas em fita simples de DNA para uracilas (C>U). A TR do virus utiliza as
uracilas do cDNA como molde para insercdo de adeninas na cadeia genémica
nascente, resultando em um cDNA com mutac¢des que blogueiam de forma néo
enzimatica a transcricdo reversa, impedindo, portanto, a producdo de proteinas
virais funcionais (40). A presenca de vif bloqueia a traducdo e induz a poli-
ubiquitinacdo da APOBEC3G pelo complexo ligase E3 com consequente
degradacdo via proteassomo (41). O gene nef codifica a proteina Nef (fator
negativo, p27) com funcdo pleiotropica. Diferentemente do HIV-1, o HIV-2 néo
possui 0 gene vpu. No lugar deste, ha o gene vpx (proteina viral x, codifica a
proteina p15) que é responsavel pela menor patogenicidade apresentada pelo HIV-
2 (10).

3.3. O ciclo de vida do HIV-1

O HIV-1 invade, primeiramente, o sistema imunologico humano através da
infeccdo de linfécitos T helper (T auxiliar) que expressam a proteina de superficie
CD4 (LT-CD4+) e, em menor escala, macréfagos e células dendriticas.
Posteriormente, 0 virus ocupa as mucosas e depois se espalha pelo sistema
linfoide (42).

A infeccéo viral comeca quando a proteina gp120 do envelope viral se liga
ao receptor de membrana CD4 em linfocitos T (receptor primario). Essa interacao
modifica a estrutura conformacional da gp120, expondo sua alca V3, o que



28

possibilita o contato desta glicoproteina com 0s correceptores de quimiocinas
CCR5 e/ou CXCR4 (receptor secundario). A glicoproteina gp4l - peptideo
encarregado da fusdo entre a membrana do virus e da célula do hospedeiro - é
formada por uma regido aminoterminal e por dois dominios de repeticdes-hepta de
leucina (heptads) conhecidos como HR1 (do inglés, N-terminal heptad repeat 1) e
HR2 (do inglés, C-terminal heptad repeat 2). Mudancas estruturais na gp41l em
decorréncia da ligagéo nos correceptores altera a disposicéo entre HR1 e HR2 que,
a vista disso, aumentam o contato entre as duas membranas (viral e celular),
criando poros de fuséo, introduzindo, por fim, o capsideo viral no citoplasma da

célula alvo (43).

Uma vez inserido na célula hospedeira, o capsideo é desmanchado
liberando o genoma do virus no citoplasma da célula e simultaneamente ativando
0 processo de transcricdo reversa do RNA viral em DNA (cDNA) mediado pela
enzima transcriptase reversa (TR). Concomitantemente, ocorre a degradacdo do
RNA do virus pela enzima RNase H. O DNA viral dupla fita recém-sintetizado &
translocado para o nudcleo pelo complexo pré-integracdo (PIC, do inglés pre-
integration complex), associado a enzima integrase (IN), por meio de um poro
nuclear. No nucleo, o PIC se associa a cromatina e a IN cliva as ligacdes
fosfodiéster no DNA cromossdmico viabilizando a unido entre as extremidades 3’-
hidroxila (OH) livres do DNA viral com as pontas 5’-O-fosfato do DNA hospedeiro,

formando, por fim, o complexo de integracéao (38).

A partir desta integracdo, o DNA viral, agora nomeado provirus, € 0 agente
principal no comando da maquinaria celular para que sua transcricdo ocorra e
funcione como molde para sintese de proteinas virais a partir da RNA polimerase
Il da célula hospedeira. A regulacéo deste processo € executada pelos segmentos
LTRs: a regiao 5-LTR ¢é o sitio promotor da transcricdo enquanto que a regiao 3'-
LTR apoia na poliadenilacdo do RNA transcrito. Os mRNA recém sintetizados
sofrem processamento (splicing) no ndcleo antes de seguirem para o citoplasma.

No citoplasma as proteinas sintetizadas como grandes moléculas precursoras séo
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clivadas por proteases celulares e virais. A seguir, corre a traducédo de proteinas
virais que irdo compor novas particulas virais, conhecidas como virions. Os virions
séo liberadas ao meio extracelular por brotamento através de canais na membrana
da célula hospedeira. No ambiente externo a célula, a maturagdo dos virions ocorre

pela acao da enzima protease (PR) (Figura 2) (41).
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Figura 2. Ciclo de replicacdo do HIV-1 e acdo dos farmacos antirretrovirais.
Fonte: Mattevi VM and Tagliari CFS. Pharmacogenetic considerations in the treatment of HIV.
Phamacogenomics, 2016. (44)

No HIV-1, o tropismo é bastante especifico: 0 CD4 é o receptor primario
(reconhecimento da célula hospedeira), ao passo que 0s receptores de quimiocinas
CCR5 e CXCRA4 constituem os correceptores secundarios - principais mediadores
para entrada no virus na célula hospedeira que, ao interagirem com a alca V3 da
glicoproteina gp120 do envelope viral, provocam modificagdes conformacionais na
membrana plasmatica da célula alvo e fusdo subsequente. A predile¢do do HIV-1
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por um, outro ou ambos correceptores bem como 0 mecanismo de interacao tém

efeitos importantes na transmissao, citopaticidade e persisténcia viral (45,46).

3.4. Curso clinico da infecc¢éo pelo HIV-1

A historia natural da infeccdo pelo HIV-1 se apresenta num amplo espectro
de manifestacdes clinicas, desde a fase inicial (aguda), passando por um longo
periodo assintomético (laténcia) até o estagio final, quando a Aids se estabelece.
Acredita-se que o tempo aproximado entre 0 contagio e o surgimento da doenca,

nos individuos sem tratamento, seja de dez anos (46,47).

Apés a contaminacéo, o virus do HIV-1 infecta células alvo primeiramente
nos tecidos da mucosa e, em alguns dias, se espalha pelo tecido linfoide (conhecida
como fase eclipse). Entre o 7° e 10° dia, 0 RNA do virus pode ser encontrado no
sangue. Depois, continua a se multiplicar exponencialmente atingindo o pico
maximo da viremia plasmatica no dia 30 (set point), quando os anticorpos anti-HIV
podem ser detectados, enquanto os niveis de LT-CD4+ caem vertiginosamente, ja
que sdo utilizados para replicacdo viral. Neste periodo, o individuo € altamente
infectante. O declinio de LT-CD4+ é acompanhado pelo aumento dos linfécitos T
citotoxicos CD8+ (LT-CD8+) cuja principal funcé@o é eliminar as células infectadas
pelo virus HIV. Todas estas evidéncias compdem a fase aguda da infeccao pelo
HIV-1. A partir deste ponto, a resposta adaptativa imune assume algum grau de
controle e o “set point” é alcangado — etapa em que a replicacao viral torna-se

estavel por anos, caracterizando a fase assintomatica da doenca (34,42).

Um conjunto de manifesta¢des transitérias, designada Sindrome Retroviral
Aguda (SRA), acompanha a fase aguda da infeccao pelo HIV-1. Trata-se de um
quadro sintomatolégico inespecifico, semelhante a gripe, composto por febre,
cefaleia, astenia, faringite e, em alguns casos, linfadenomegalia assim como

complicagBes gastrointestinais (nausea, vomito, diarreia e Ulceras orais). A SRA
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tem decurso tipico e limitado, resolvendo-se dentro de trés a quatro semanas. Por
apresentar ocorréncias clinicas semelhantes a outras infeccbes Vvirais,
eventualmente a contaminagdo pelo virus HIV-1 deixa de ser diagnosticada no
principio (48), no entanto esta associada com pior desfecho clinico em longo prazo
(49).

A fase de laténcia clinica ou infeccdo cronica é marcado destruicdo de LT-
CD4+ de forma vagarosa e gradativa, levemente compensada pela sua producao
na qual mantém, geralmente, com niveis acima de 350 cél/mm3. Na maior parte dos
casos é assintomatica, exceto pela linfadenomegalia que pode ser persistente. O
final deste periodo é marcado pelo declinio acentuado dos niveis de LT-CD4+ (<
200 cél/ mm?3), elevacgdo viremia, aparecimento de infec¢ées oportunistas (10) e
neoplasias. Esses fatores determinam a etapa final do curso clinico da infec¢éo
pelo virus HIV-1, quando a Aids se instaura. O tempo médio de incubacgéo do HIV-
1 durante fase cronica da doenca é de 8 a 11 anos. Embora, em alguns casos,

possa progredir para fase final dentro de um ano (50).

3.5. Diagnéstico laboratorial da infec¢do pelo HIV

As politicas de triagem (identificar os individuos infectados pelo HIV) e
deteccdo precoce (testes confirmatérios) sdo importantes para reducdo da
transmissdo, pois individuos na fase aguda que desconhecem seu estado
sorolégico sdo altamente infecciosos (51). A primeira geracdo de ensaios para
deteccdo do HIV-1 data de 1985. Na época, a identificacdo de anticorpos estava
amparada no ensaio de imunoabsorcdo enzimatica indireta (do inglés, Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay — ELISA). Em 1987, surgiu a segunda geracéo de
ensaios que também era baseada na deteccao indireta, porém com a utilizacdo de
antigenos recombinantes e peptideos sintéticos que elevou a sensibilidade e
especificidade. No entanto, a variabilidade do HIV-1 tornou-se evidente além do
impasse na deteccéo de infec¢des pelo HIV-2. Por isso, no inicio dos anos 90 novos

antigenos para o HIV-2 e para os grupos M, N e O do HIV-1 foram incluidos. A
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terceira geracao de ensaios ocorreu em 1994, apresentando um novo formato do
teste de ELISA (sanduiche ou imunométrico), mais sensivel e especifico, uma vez
que todas as classes de anticorpos anti-HIV (IgG, IgM e IgA) puderam ser
detectadas. Posteriormente, o avanco tecnologico propiciou a promoc¢do dos
ensaios de quarta geracdo, na qual foi acrescida a capacidade de detectar
anticorpos especificos a antigenos virais, comumente p24, gp4l, gpl120, gpl60,

antigenos do grupo O e do HIV-2 (52).

Nos casos de manifestacdes clinicas com suspeita de infeccédo recente (ou
na fase aguda), os ensaios de 4° geracdo sdo mais eficazes pois permitem a
detec¢do conjunta antigeno-anticorpo, reduzindo o periodo de janela diagnostica
(42). Na fase cronica da infeccao, indica-se os testes de 3° e 4° geragao que, se
reagente, deve ser acompanhado por um teste complementar confirmatério
(42,46,53).

O esquema para deteccao dos marcadores viroldgicos durante a progressao
da infeccéo pelo HIV foram descritos por Fiebig et al. (2003) e ainda é amplamente
utilizado como um sistema de estagiamento laboratorial para classificacdo da
viremia e soroconversdo, ou seja, estd baseado na manifestacdo de um
determinado marcador na circulagéo e sua reatividade nos ensaios de deteccao
(RNA viral, antigeno p24, ELISA e Western blot) (46,53) permitindo, desta forma,
classificar a infecao pelo HIV em seis estagios (I — VI). Contudo, a classificacao de

Fiebig ndo engloba os testes rapidos e os de 4° geracéo (54).

Em torno de 10 dias (8-17 dias) apds a contaminacdo, o RNA do HIV torna-
se detectavel no plasma e, entdo, continua a se multiplicar exponencialmente,
atingindo seu pico maximo apo6s um periodo de aproximadamente de 30 dias,
quando os anticorpos podem ser identificados (42). Os testes moleculares que
permitem a detecgcao e/ou quantificagdo do RNA viral no plasma do hospedeiro sao
conhecidos como testes de acidos nucleicos (do inglés, nuclei acid test — NAT) e

foram incorporados desde 2002 nos servicos de hemoterapia para deteccdo de
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patdogenos transmissiveis, incluindo o HIV (55). Sédo eficazes nas fases

agudas/recentes da infeccdo e possuem bom custo-efetividade (42).

Depois de duas semanas (14-15 dias), os testes sorolégicos conseguem
detectar o antigeno p24 do HIV-1 bem como os anticorpos anti-HIV (IgG e IgM).
Entretanto, a deteccdo do antigeno p24 é transitoria devido a formacdo de
complexos imunes que interferem nos testes de detec¢cdo e quando 0s anticorpos
anti-HIV estéo abaixo do limite de detec¢éo. Essa fase é caracterizada pelo periodo
de janela de soroconversao, que € o intervalo entre a infeccéo e a primeira deteccéo

de anticorpos (dia 0 até o dia 21, até o maximo do dia 42) (46).

E possivel, também, fazer a deteccdo de anticorpos contra o HIV em
ambiente ndo laboratorial mediante da utilizacdo de testes rapidos a partir de
amostras de sangue obtidas por puncéo digital ou amostra de fluido oral gerando
resultados em até 30 minutos. A oferta gratuita pelo Sistema Unico de Salide (SUS)
do teste rapido aliado a sua simplicidade de execucdo e interpretacdo, aumenta a
autonomia individual no acesso a testagem para o HIV entre aqueles individuos
distantes dos servicos de saude especializados. Contudo, os testes rapidos
apresentam a limitacdo de serem aplicaveis para detectar anticorpos anti-HIV,
apresentando, portanto, sensibilidade para identificacdo do HIV na fase aguda.
Desta forma, quando as manifestacdes clinicas levam a suspeita de infeccao pelo
HIV, testes antigeno-anticorpo de quarta geracao e/ou testes de deteccao de acido

nucleico devem ser incluidos (54).



4 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL (TARV)

O primeiro farmaco aprovado para o tratamento contra o virus HIV-1 foi a
zidovudina (AZT), em 1987. ApGs os anos 1990, o tratamento, que era baseado em
um anico medicamento (monoterapia), passou a utilizar um esquema terapéutico
composto por, pelo menos, trés ou mais medicamentos, conhecido como terapia
antirretroviral de alta poténcia (HAART, do inglés, highly active antiretroviral
therapy). Com este modelo da terapia antirretroviral (TARV), a infeccéo pelo virus
HIV-1 mudou seu status de doenca mortal para uma enfermidade cronica, uma vez
que suprime a carga viral (CV) do HIV-1 a niveis indetectaveis e leva ao aumento
sérico na contagem de LT-CD4+, diminuindo a vulnerabilidade a infeccdes

oportunistas além de retardar a progressao a Aids (56).

A TARV esté indicada para todas as PVHIV, independente do estagio clinico
e/ou imunolégico, dado que o inicio precoce do tratamento oferta beneficios
importantes no prolongamento da sobrevida, reducdo da transmissdo e
acometimento por 10 e a acessibilidade a op¢fes farmacologicas mais toleraveis e
menos complexas (57). E importante ressaltar a importancia de aceitagdo e
integracdo das recomendacbes farmacologicas (adesdo) as PVHIV como
estratégia ampla de prevencao ao abandono do regime terapéutico, minimizando o
estigma e o preconceito e, também, impedindo a selecdo de mutac¢des dentro do

virus HIV-1 que geram resisténcia aos medicamentos (58).

O Brasil é internacionalmente reconhecido, como primeiro pais de renda
média, por suas politicas de acesso ao diagnostico da infeccdo pelo HIV,
tratamento universal e gratuito além da assisténcia especializada as PVHIV através
do Sistema Unico de Saude (SUS) (59,60). Igualmente, esta instituicdo publica
disponibiliza a profilaxia pré-exposicao (PrEP) (61) que consiste no uso de
farmacos antirretrovirais (ARVs) em grupos populacionais com vulnerabilidades
sociais especificas e maior risco de contaminacdo (parceiros heterossexuais ou
homossexuais sorodiscordantes, por exemplo) como estratégia adicional de

prevencado e reducdo a transmissao do virus HIV; por conseguinte, cooperando
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para as taticas que visam o fim da epidemia. Ainda, o SUS também concede um
esquema antirretroviral de emergéncia preventiva a infeccao pelo HIV, hepatites
virais e outras infec¢cdes sexualmente transmissiveis (IST), conhecido como
Profilaxia POs-Exposicdo (PEP) (62), que se destina aqueles individuos que
sofreram exposicao ao HIV, como violéncia sexual, relacdo sexual desprotegida e
acidente ocupacional. A PEP combina trés ARVs e deve ser iniciada o mais rapido
possivel, com prazo maximo de 72 horas posteriores a exposi¢cao, e mantido por
28 dias.

O marco para o desenvolvimento de medicamentos antivirais teve inicio na
década dos anos 60, quando o farmaco idoxuridina foi aprovado para o tratamento
de lesBes de pele e mucosas causadas pelo virus herpes simples. Desde entéo, 41
medicamentos antirretrovirais (ARVs) foram desenvolvidos e aprovados pela Food
and Drugs Administration (FDA) (63), agéncia regulatéria de medicamentos e
alimentos dos Estados Unidos, para o manejo clinico do HIV-1 e HIV-2. Deste total,
muitos ndo sao mais recomendados devido a toxicidade e/ou nao estdo
comercialmente disponiveis (56). Os farmacos ARVs usados para tratar a infeccéo
pelo HIV-1 sdo agrupados em 5 classes de acordo com sua atuagédo no ciclo de

replicacédo viral (64) (Tabela 1):

I) Inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos/nucleotideo
(ITRN/ITRN);

II) Inibidores da transcriptase reversa ndo-analogos de nucleosideos (ITRNN);

[1) Inibidores de protease (IP);

IV) Inibidores da integrase (INI);

V) Inibidores de entrada (IE);
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Tabela 1. Farmacos utilizados na terapia antirretroviral (TARV) e seu mecanismo de acéao.

CLASSE DO
FARMACO

NOME GENERICO (sigla, ano aprovacg&o) MECANISMO DE ACAO

Zidovudina (AZT, 1987)
Lamivudina (3TC,1995)

Didanosina (ddl, 1991) Sao pré-farmacos e, por isso, requerem etapas de fosforilacdo por enzimas quinases para

ITRN/ITRNt Zalcitabina (ddC, 1992)2 serem ativados. Atuam como miméticos de nucleosideos/nucleotideos: a auséncia do
Estavudina (d4T, 1994) grupo hidroxil na porgcédo 3’ (3’-OH) impedira a ligacdo do préximo nucleotideo, resultando
Abacavir (ABC, 1998) na terminacéo da cadeia de cDNA nascente.

Tenofovir Disoproxil Fumarato (TDF, 2001)**
Entricitabina (FTC, 2003)*
Rilpivirina (RPV, 2011)*
Etravirina (ETR, 2008)**
ITRNN Delavirdina (DLV, 1997)2
Efavirenz (EFV, 1998)
Nevirapina (NVP, 1996)
Amprenavir (APV, 1999)2
Tipranavir (TPV, 2005)2
Indinavir (IDV, 1996)
Saquinavir (SQV, 1995)

N&o requerem etapa de metabolizagdo primaria para inibir a atividade da transcriptase
reversa (TR). Os IRTNNs séo inibidores ndo competitivos que agem diretamente no sitio
alostérico da TR do HIV-1, provocando mudangas em sua conformagao espacial,
danificando-o. Assim, sua atividade catalitica. Essa alteragéo interrompe a replicag&o viral.

Lefpilnailr (L) Ligam-se a enzima protease, impedindo a clivagem dos precursores de maturacao viral na
P Ritonavir (RTV ou r, 1996)° gam Zima protease, Imp 9 P ¢
Cobistate fase final do ciclo de replicacéo.

Fosamprenavir (FPV, 2003)
Darunavir (DRV, 2006)
Atazanavir (ATV, 2003)
Nelfinavir (NFV, 1997)
Raltegravir (RAL, 2007)

Conectam-se ao sitio catalitico da enzima integrase viral e impedem que o cDNA recém-

INI [E)Ic\)/liltjézgz;?/\i/rlr(l(zt\)/g?,22(())1122))** sintetizado pela enzima TR se integre no genoma da célula hospedeira.
Antagonista do receptor de quimiocinas ou Bloqueia a ligacao entre a proteina de superficie viral gp120 do virus HIV-1 ao co-receptor
inibidor CCR5 (Maraviroque, MVC, 2007) de quimiocina CCR5 na superficie de células CD4+ e macréfagos. Para uso deste farmaco,
IE € necessario a identificagdo fenotipica de virus R5, uma vez que o Maravirogue nédo inibe

virus com tropismo X4.
Enfuvirtida (T-20, 2003)f E um polipeptideo idéntico a regido HR2 da glicoproteina transmembrana gp41. Este
farmaco obstrui a fuséo entre a membrana celular e viral.
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aFarmacos descontinuados; PFarmacos de uso restrito no Brasil; °Ritonavir é utilizado como booster de alguns IPs,
aumentando a biodisponibilidade e meia vida. De forma semelhante, o Cobistat € administrado em conjunto com
outros IPs cuja fungdo é aumentar a absorcéo intestinal dos IPs. Sozinho, o Cobistat ndo possui atividade antiviral;
fUnico farmaco que pode ser administrado por via subcutanea. Seu uso clinico é obsoleto devido a grande
guantidade de farmacos antirretrovirais aprovados por via oral. *Farmaco utilizado na Profilaxia Pré-Exposigao
(PrEP); **Farmaco inibidor da transcriptase reversa analogo de nucleotideo (IRTN{).

Fonte:

De Clercq E and Li G. Approved antiviral drugs over the past 50 years. Clinical Microbiology Reviews, 2016.
Novakova L et al 2018 (57).

O tratamento inicial de adultos com HIV no Brasil emprega a utilizacdo de trés
farmacos ARVs de classes diferentes. Essa combinacdo aumenta a eficicia
terapéutica e diminui o risco de resisténcia farmacologica. Até 2016, o esquema
terapéutico inicial empregava dois ITRNs (geralmente zidovudina/lamivudina -
AZT/3TC) associados a um ITRNN (efavirenz, EFV) ou, alternativamente, um IP
(atazanavir — ATV ou lopinavir — LPV); este ultimo geralmente potencializado com
ritonavir (RTV; r). Contudo, no final do ano de 2016, uma nova orientagdo do Ministério
da Saude foi divulgada, apresentando as recomendacdes de substituicdo (switch) dos
regimes antirretrovirais contendo a classe dos ITRNN ou IP/r pelo INI dolutegravir
(DTG) e o IP darunavir (DRV) para os tratamentos iniciados a partir de 2017 em PVHIV
acima de 12 anos de idade. O DTG apresenta taxas superiores de supressao viral e
menor chance de descontinuagdo da TARV devido aos efeitos adversos quando
comparados aos farmacos de outras classes. Em relacdo ao DRV, combinado ao
ritonavir (DRV/r), apresenta maior barreira genética ao desenvolvimento de resisténcia
viral, menor taxa de efeitos adversos e maior tolerabilidade ao ser comparado com

outros IPs. O DRV esta indicado nos esquemas apos falha terapéutica (65).

Em meados de 2017, o Ministério da Saude recomendou a troca do
medicamento Kaletra® (lopinavir/ritonavir — LPV/r) para o farmaco atazanavir/ritonavir
(ATVIr) em todas as PVHIV acima de 12 anos. Este aconselhamento baseou-se em
publicacdes internacionais que excluiram o Kaletra® dos protocolos terapéuticos em
pessoas com HIV devido a sua toxicidade, posologia complexa (dois comprimidos,
duas vezes ao dia), baixa barreira genética e efeitos adversos relacionados

(intolerancia gastrointestinal e prejuizo no metabolismo glicolipidico) (66).

Desta forma, a regra de esquema terapéutico preferencial atualmente utilizada

para adultos vivendo com HIV, em inicio de tratamento é a combinagdo de dois
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farmacos da classe dos ITRNVITRN (tenofovir/lamivudina, TDF/3TC) combinados a
um segundo farmaco da classe do INI (dolutegravir, DTG). Casos de intolerancia,
contraindicacgdes, coinfeccdo com tuberculose, gestantes ou mulheres com intencao
de engravidar devem seguir o aconselhamento de TARV alternativa disponibilizada
pelo Ministério da Saude (32,57).

Apesar da eficacia da TARV em suprimir a carga viral a niveis indetectaveis,
esta ndo é capaz de eliminar o HIV-1 do corpo humano. Essa dificuldade de
erradicacdo deve-se a laténcia viral, isto €, as células do hospedeiro atuam como
reservatorios persistentes do HIV na sua forma de provirus, ou seja, integrado no
DNA, mas sem atividade replicativa, na qual ficam ocultas do sistema imunolégico. Os
tratamentos farmacoldgicos, por sua vez, ndo conseguem atuar nessa situacao de

laténcia, apenas nos virus ativos (em replicacéo) (67)

Outra abordagem terapéutica, conhecida como “shock and kill” (do inglés,
atacar e matar), € uma tentativa para erradicacao do virus HIV que se encontra inativo
dentro das células hospedeiras em individuos em TARV. O objetivo é reativar
(“atacar”) o DNA proviral latente nos reservatérios celulares mediante o uso de
agentes especificos que irdo promover a replicacéo viral (fase “shock”, expressao
proteica e producdo de virions. Desta forma, essas células ficam susceptiveis ao
reconhecimento pelo sistema imunoldgico, que eliminaria (“kill”) as células infectadas
por eventos citopaticos ou pelo proprio virus. Ademais, 0s regimes terapéuticos

vigentes funcionariam como protecéo a infeccdo em células nao infectadas (68,69).

Mesmo diante dos beneficios da TARV, a resisténcia aos farmacos ARVs
proveniente da elevada taxa de mutacdo do HIV (aumento na variacdo genética)
representa um desafio na pratica clinica medicamentosa e um obstaculo para o
desenvolvimento de vacinas (64,70). Aléem disso, a eficacia da TARV é deprimida pelo
comprometimento de adeséo por toda a vida, o acumulo de toxicidade, interagdo com
outros farmacos em uso e a ocorréncia de efeitos adversos agudos e cronicos. Estes
altimos, especialmente, resultam no aumento do risco de varios disturbios metabdlicos

e doenca cardiovascular, mesmo quando a carga viral esta suprimida (71).
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4.1. Efeitos adversos da TARV

Na ultima década, a introducdo de medicamentos de alta poténcia e barreira
genética, dose Unica diaria (coformulacdes) e eventos adversos esporadicos,
oportunizaram opc¢des de tratamento mais toleraveis e convenientes para as PVHIV.
Apesar de eventuais, os efeitos adversos relacionados a TARV acumulam-se com o
prolongamento da expectativa de vida das PVHIV, favorecendo o aparecimento de
doencas cronicas relacionadas ao envelhecimento (71) que impactam diretamente na
qualidade de vida e aderéncia ao tratamento antirretroviral (72). Sabe-se que a
prevaléncia de fatores de risco para doencas cardiovasculares (DCV) e o risco para
DVC é maior em PVHIV quando comparado aos individuos sem HIV. Os farmacos
ARV podem induzir mudancas metabdlicas e agir em nivel molecular, alterando a
atuacao de fatores de transcricdo na expressao de genes chave do metabolismo
glicidico e lipidico, induzindo dislipidemia, resisténcia a insulina (RI) e diabetes mellitus
(DM) (73) além dos efeitos nos adipdcitos (quantificacdo, distribuicdo e
armazenamento) que promovam redistribuicdo da gordura corporal — conhecida como
sindrome da lipodistrofia (LD) (74,75).

A sindrome da LD se apresenta clinicamente em trés condi¢fes, de acordo com
a disposicdo da gordura corporal: a lipoatrofia (LA) é resultado da perda de gordura
subcuténea, principalmente na face, naddegas e membros periféricos, com
proeminéncia de veias superficiais. A lipohipertrofia (LH) esta relacionada ao acumulo
de gordura subcutanea e visceral, especialmente no abdémen, regido dorsocervical
(“buffalo hump” ou giba) e mamas. Nas mulheres, o aumento do volume das mamas,
geralmente, ndo possui associacdo com hipertrofia glandular, apenas acumulo
excessivo de tecido adiposo. Nos homens, pode ser observada ginecomastia. E
possivel, ainda, que alguns pacientes apresentem ambos os fenoétipos
correlacionados, conhecido como lipodistrofia mista (76,77).

Com relacéo a LA associada ao HIV, é importante mencionar ndo ha perda de
massa magra. Em pacientes com LA periférica, a perda de tecido adiposo subcutaneo
(TAS) acentua a musculatura e as veias ficam mais proeminentes. No caso da LA no

tronco, esse padrao nao € tao nitido e pode se tornar ainda menos perceptivel guando
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h&a, concomitantemente, deposi¢do de gordura visceral na regido abdominal (padréao
misto) (78). Acerca da LH, discussfes permanecem se o ganho de gordura nas PVHIV
apos comegar a TARV é um estado patolégico ou uma consequéncia do “fendmeno
de regresso a saude” (do inglés, The return to health phenomenon), especialmente
naqueles individuos com menor contagem de LT-CD4+ e indice de massa corporal
(IMC) no inicio do tratamento (76,79,80).

A vista disso, 0 manejo da LD n&o se concentra apenas sob o aspecto estético,
mas é extensivo as complicacdes metabdlicas que frequentemente acompanham
seus subtipos. Somados, estes dois fatores elevam o risco de desenvolvimento de
doencas do coracgao, piorando a qualidade e exceptiva de vida das PVHIV (81). Na
LH, € comum a presenca de dislipidemia e hipertrigliceridemia, diminui¢cdo dos niveis
de colesterol de alta de densidade (HDL-c, do inglés High Density Lipoprotein
cholesterol), reducdo da sensibilidade a insulina e diabetes mellitus (82). Essas
modificacdes sdo semelhantes aquelas encontradas em individuos HIV-negativo com
sindrome metabolica (SM). Acredita-se que as PVHIV tenham os fatores de risco a
SM piorados em decorréncia da infeccdo em si, TARV e inflamacéao persistente (83).
Na ocorréncia de LA, observa-se a perturbacdo de outros parametros bioguimicos,
tais como o aumento de citocinas inflamatdrias (como a interleucina 6, IL-6), altos
niveis de triglicerideos circulantes e acidos graxos livres que, por sua vez, sado

armazenados no tecido adiposo visceral e no figado (84).

O primeiro caso relatado de LD foi publicado por Andrew Carr & David A Cooper
em 1998, aproximadamente trés anos apds a implementacéo da classe dos inibidores
de protease (IP) no regime terapéutico contra o HIV. Entre 3 e 6 apds a inclusao do
indinavir (IDV) no esquema farmacolégico contendo zidovudina (AZT) e lamivudina
(3TC), observou-se, em um homem de 53 anos de idade, perda de gordura na face,
bracos, nddegas e pernas, com proeminéncia das veias. Conjuntamente, ocorreu
acumulo de gordura central e hipertrofia dorsocervical (“buffalo hump” ou giba) (Figura
3). Todavia, a forca e massa muscular ndo sofreram prejuizos. Tais alteragcbes
anatdbmicas progrediram durante os 19 meses de uso do IDV, até que o paciente

relatou seu desejo de descontinuar o referido esquema farmacologico (85).
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Figura 3. Manifestacao lipoatrofia facial em conjunto com acumulo de gordura

abdominal e dorsocervical (buffalo hump” ou giba).
Fonte: Carr A and Cooper DA. Lipodystrophy Associated with an HIV-Protease Inhibitor. The
New England Journal of Medicine, 1998. (88)

Ainda no ano de 1998, Carr et al. (1998), postularam o mecanismo de acéo do
dos inibidores de protease no desencadeamento da LD periférica, obesidade central,
hipertrofia mamaria e sua associacdo com hiperlipidemia e resisténcia a insulina.
Segundo os autores, a regido catalitica da enzima protease do HIV-1, aonde os
inibidores de protease se ligam, possui 58% de homologia a regides da proteina de
ligacdo ao acido retindico citoplasmatico do tipo 1 (CRABP-1, do inglés cytoplasmic
retinoic-acid binding protein type 1) e 63% da proteina relacionada com o receptor da
lipoproteina de baixa densidade (LRP, do inglés low density lipoprotein-receptor-
related protein), duas importantes proteinas reguladores do metabolismo lipidico
(Figura 4) (89).

AEALLCNGQDDC LRP; aa 2919-2930

KEALLDTGADDT HIV-1 protease: aa 19-30

DELILTFGADDV CRABP-1; aa 116-127

Figura 4. Comparagéo sequéncia de aminoacidos do sitio catalitico da enzima
da protease do HIV-1 com o receptor de lipoproteina de baixa densidade (LRP)

e proteina de ligacdo ao acido retindico citoplasmatico do tipo 1 (CRABP-1).
Fonte: Carr A et al. Pathogenesis of HIV-1-protease inhibitor-associated peripheral lipodystrophy,
hyperlipidaemia, and insulin resistance. Lancet, 1998. (89)
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A proteina CRABP-1 “apresenta” o acido retinoico (AR) a citocromo P450 3A
(CYP3A) que o converte em acido cis-9-retinoico (cis-9-AR). Este ultimo, por sua vez,
€ 0 Unico ligante para o receptor do retinoide X (RXR, do inglés, retinoide X receptor)
que, nos adipdcitos, forma um heterodimero com o receptor ativado por proliferador
de peroxissomas gama (PPARG, do inglés peroxisome proliferator-activated receptor
gamma), fator de transcricdo chave da diferenciacéo de adipdcitos e adipogénese. A
formacao do heterodimero RXR:PPARG inibe a apoptose dos adipdcitos e favorece a
expressao preferencial do PPARG periférico em relagédo ao central. A hipotese é que
o inibidor de protease, ao se ligar na regido homologa dentro da proteina CRABP-1, e
nado no sitio catalitico da enzima protease do HIV, bloqueia a ligacdo do AR.
Consequentemente, menores quantidades de cis-9-AR sao produzidas. Isso diminui
a atividade do RXR, reduzindo a formacdo de heterodimeros RXR:PPARG, limitando

a adipogénese ao passo que favorece a apoptose de adipdécitos periféricos (86).

O LPR é um receptor hepético que age na liberacdo de quilomicrons pos-
prandial e forma um complexo com a lipoproteina lipase (LPL, do inglés lipoprotein
lipase). Uma vez constituido, o complexo LPL-LRP “quebra” os acidos graxos a partir
dos triglicerideos circulantes, possibilitando que estes acidos graxos livres sejam
armazenados nos adipdcitos. Quando o inibidor de protease se liga ao LRP, ndo ha
formacéo do complexo LPL-LRP, o que bloqueia a captacao hepatica de quilomicrons.
A hiperlipidemia resultante favorece a obesidade central e resisténcia a insulina, mas
ndo a lipoatrofia periférica. Na presenca do horménio estrogénio, os lipidios séo
abrigados nas mamas. Por isso as mulheres comumente apresentam aumento do

tecido adiposo mamario (86).

Ademais, esquemas terapéuticos contendo ITRN analogos de timidina,
nomeadamente a estavudina (d4T) e zidovudina (AZT), séo inibidores da polimerase-
y do DNA mitocondrial (mtDNA) — enzima fundamental na oxidagdo de acidos graxos.
Quando isso ocorre, a diferenciacdo dos adipdcitos € alterada, levando ao
desenvolvimento LA e ao aumento dos acidos graxos livres, resultando em
dislipidemia e resisténcia a insulina de forma indireta. Isto posto, a substituicdo da
estavudina (d4T) e zidovudina (AZT) pelo tenofovir (TDF) demonstrou menor impacto
deletério no perfil lipidico e ocorréncia LA; apesar da sua nefrotoxicidade (87,88). Ja

os ITRNN, embora apresentem impacto positivo no metabolismo lipidico (aumento
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HDL e reducdo TG), foram associados com dislipidemia e resisténcia a insulina. O

efavirenz (EFV) parece ser o mais prejudicial (88).

O mais recente farmaco utilizado como esquema preferencial de inicio de
tratamento antirretroviral, o dolutegravir (DTG), da classe dos inibidores da integrase
(INI), acomete de forma infima parametros do perfil lipidico (colesterol total, LDL e
triglicerideos) quando comparado com EFV ou DRV/r (89). Contudo, é possivel que o
uso do DTG predisponha ao ganho de peso (90,91) e obesidade (92) enquanto que
modificacdes na distribuicdo da gordura corporal tem sido relacionado ao uso do RAL,
outro farmaco dos INI (93), apesar do minimo efeito na adipogénese (94,95). Apesar
dos dados escassos, ndo € recomendada a utilizagdo de esquemas terapéuticos
contendo DTG para mulheres em idade fértil que desejam engravidar ou ndo utilizem
meétodos contraceptivos eficazes. Tal preocupacédo veio a tona a partir da publicacéo
de um estudo observacional em Botsuana (Africa) (96), que constatou 4 casos de
defeitos no tubo neural em 426 mulheres que engravidaram enquanto tomavam o
DTG. Diante disso, a Organizacdo Mundial da Saude manifestou-se através de uma
declaracdo quanto a insuficiéncia de dados que atestem a seguranca de uso do DTG
em mulheres vivendo com HIV durante a gestacdo ou amamentacdo (97). Tal

recomendacao logo foi acatada pelo Ministério da Saude brasileiro (98).

Cerca de metade dos pacientes expostos a TARV irdo desenvolver alteracdes
na composicado corporal. Os sinais fisicos aparecem em torno de 10 meses apos o
inicio do tratamento, aumentando, progressivamente, entre 18 e 24 meses (75).
Usualmente, estabiliza-se por 2 anos (99). A prevaléncia € amplamente variavel em
razdo da inexisténcia de consenso metodoldgico para o diagndéstico e caréncia de
pontos de corte especificos para LD-associada ao HIV (100). Estima-se uma faixa de
10 a 80% entre todas as PVHIV no mundo. A LA apresenta um intervalo de prevaléncia
de 13% a 67%, enquanto que a LH varia entre 6% e 93%. Individuos que manifestam
ambos os fenétipos juntos (lipodistrofia mista) exibem estreita faixa de prevaléncia:
20% a 29%. Fatores de susceptibilidade como maior idade, estilo de vida
(sedentarismo), género (feminino), etnia e caracteristicas genéticas do individuo
contribuem para o risco de desenvolvimento da LD (99). Geralmente, as mulheres séao

mais afetadas pela LH, enquanto os homens pela LA (100).
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Em pessoas HIV-negativo, ja foi estabelecido que o processo de
envelhecimento esta associado com desordens do tecido adiposo que se manifestam
pela perda de TAS e massa magra ao mesmo tempo que ocorre acumulo de gordura
abdominal. Nos individuos infectados pelo HIV, a alteracéo seletiva de gordura em
diversas partes do corpo esta associada a dois principais fatores: o primeiro, aos
efeitos deletérios da infeccdo por si s6 que causa um estado de envelhecimento
precoce ao manter de forma permanente a ativacao de citocinas inflamatorios e induzir
0 aumento do estresse oxidativo; e, segundo, & TARV, que ao proporcionar o
prolongamento de vida dos pacientes, contribuiu para o aparecimento de doencas
cronicas associadas ao aumento da idade e, ainda, a exposi¢cao continua a diferentes
ARVs que perturbam o metabolismo e a distribuicdo do tecido adiposo nas PVHIV
(101).

A pratica regular de atividade fisica é a principal recomendacao mundial para
minimizar o risco de mortalidade por doencas cronicas ndo transmissiveis, como
doenca coronariana, hipertensédo arterial, DM2, SM, alguns tipos de cancer e
depressao (102) (WHO, 2010). Este aconselhamento, salvo restricbes, também é
encorajado as PVHIV como importante estratégia sobre o perfil lipidico, capacidade
cardiorrespiratéria e tébnus muscular, melhora do sistema imunoldgico,
prevencaol/intervencao frente as complicacdes da LD e dislipidemia, controlando o
peso e, consequentemente, a composi¢cao corporal. Esta ultima, por sua vez, impacta
diretamente na autoestima, auxiliando no controle de transtornos psiquiatricos como

ansiedade e depressao (101,103).

O dimorfismo sexual esta bem estabelecido quanto a sua participacdo na forma
de distribuicdo e fisiologia do tecido adiposo, uma vez que 0s hormdnios sexuais
comandam como as calorias ingeridas serdo empregadas. Os homens, sob influéncia
da testosterona, tendem a acumular gordura visceral nas regides centrais e superiores
do corpo (abddmen e térax), conhecido como androide (formato maca). O excesso de
gordura visceral esta associado com aumento no risco de DCV. As mulheres, em
contrapartida, sdo mais propensas ao ganho de gordura subcutanea até a
menopausa, pois o estrogeno, hormonio predominante no sexo feminino, ativa seus
receptores nos adipocitos favorecendo o acumulo de lipidios. As areas inferiores

preferenciais sdo as nadegas, coxas e quadris, habitualmente chamado de ginoide
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(formato péra) (104). O aumento da circunferéncia do quadril é fortemente e
inversamente associado ao risco de doencas do coracdo. Contudo, o inicio da
menopausa e declinios nos niveis do estrogénio, o acumulo de gordura visceral passa
a ser favorecido e o risco de disturbios metabdlicos atinge indices semelhantes aos

encontrados nos homens (104,105).

Esse padrao de acumulo de gordura em sitios especificos do corpo é mantido
nas PVHIV, dado o maior risco para o acumulo, ao invés da perda, de gordura
subcutédnea observado nas mulheres do que nos homens em TARV. Isso foi
comprovado através de um grande estudo transversal (2258 pacientes do sul da
Europa) onde as mulheres apresentam maior risco de desenvolvimento de lipodistrofia
(LD) apesar do esquema terapéutico ser composto de ARVs significativamente mais
vantajosos e do estagio inferior do HIV quando comparado aos homens. Ainda,
qguando os subtipos de LD foram analisados separadamente, a LA foi a alteracéo
corporal mais frequente em homens e a menos frequente em mulheres, que
apresentaram maior frequéncia de LH e padrdo misto (106). Resultados na mesma
direcdo foram constatados em homens infectados pelo HIV (107). Todavia, achados
controversos foram observados em mulheres infectadas pelo HIV (108); ambos
decorrente do estudo de Redistribuicdo de Gordura e Mudanca Metabdlica na
Infeccéao pelo HIV (FRAM, do inglés Fat Redistribution And Metabolic change in HIV
infection) (82).

Essa predisposicdo do sexo feminino também foi confirmada no estudo de
Gasparotto et al. (2012) (109) em uma amostra de 614 pacientes brasileiros vivendo
com HIV em TARV por, pelo menos, doze meses. Ao comparar as frequéncias dos
subtipos de LD, o fenétipo de LA foi mais prevalente nos homens (52,6%), enquanto
que a LH teve maior prevaléncia nas mulheres (35,6%). Os autores também
observaram maior prevaléncia de sindrome metabdlica nas pacientes do sexo
feminino quando comparado ao sexo masculino usando tanto os critérios da
Federacdo Internacional de Diabetes (IDF, do inglés Internacional Diabetes
Federation) (37,4% x 27,6%) e do Programa Nacional de Educacé&o sobre Colesterol
dos Estados Unidos (NCEP, do inglés National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel Ill) (23,4% x 16,1%).
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Diferencas na frequéncia da LD e seus subtipos também sdo encontradas entre
grupos étnicos. A LD € mais prevalente em individuos de raca branca (Euro-
descendentes) em comparacdo aos nao-brancos (Afro-descendentes), mesmo
quando expostos a idénticos esquemas terapéuticos e compartilhando caracteristicas
ambientais (110). Quando se avalia os diferentes fenétipos da LD, observa-se que os
individuos brancos apresentam maior prevaléncia de LH e padrdo misto, enquanto

que a LA é predominante em nao-brancos (106).

A populacdo brasileira € caracteristicamente diversa e miscigenada,
apresentando elevados niveis de diversidade gendmica como resultado de trés
principais raizes de ancestralidade: Amerindios, Europeus e Africanos (111). Essa
miscigenacédo dentro e entre as regides geogréficas do pais interfere no delineamento
e interpretacdo de pesquisas com seres humanos, principalmente em investigacées
de genética médica, farmacogenética e variantes de susceptibilidade a doencas
complexas. Por isso, a generalizagéo dos dados para grupos mais homogéneos deve
ser a razao para as discrepancias observadas nas taxas de prevaléncia da LD e seus

subtipos entre diferentes estudos populacionais (112).

Esta complexidade aparentemente desvantajosa, cria, na verdade, uma
oportunidade Unica no Brasil para pesquisas cientificas, pois € uma amostra valiosa
para analise de frequéncias alélicas e predisposicdo a doencas. Além disso, a
populacao brasileira representa um significativo grupo de individuos acometidos pelo
HIV tratados de forma homogénea gracas ao programa instituido pelo Ministério da
Saude no pais de distribuicdo gratuita e universal de medicamentos ARVs desde
1996. Esta politica publica de atencdo ao paciente e tratamento para o HIV em
diversos centros de referéncia espalhados pelo Brasil € um exemplo reconhecido no
mundo todo e possibilita 0 recrutamento expressivo pacientes para pesquisas
envolvendo a infeccdo pelo HIV. Destaca-se dentro deste conjunto de individuos, o
namero relevante de participantes do sexo feminino e individuos de ancestralidade

africana, frequentemente excluidos ou sub-representados em estudos clinicos.

Aditivo aos fatores de risco supracitados, ha inumeras evidéncias da
contribuicdo da variabilidade genética individual na regulacdo do balanco energético

bem como na susceptibilidade ao desenvolvimento da LD. Logo, a literatura cientifica
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tem demonstrado a participacdo de polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs, do
inglés single nucleotide polymorphism) na violacdo da homeostase energética,
repressdo ou inducdo da adipogénese, metabolismo lipidico e arranjo do tecido
adiposo (87,113,114). Sendo assim, o reconhecimento de aspectos genéticos
individuais € crucial na busca do equilibrio entre o uso continuo de farmacos mais
potentes e o risco de eventos colaterais metabdlicos, sobretudo nos niveis de lipidios,

diferenciac@o de adipécitos e metabolismo de farmacos (115,116).

O diagnostico da LD baseia-se em diversas ferramentas, como o auto-relato do
paciente de mudancas na distribuicdo de gordura corporal, observacdo médica,
exame fisico, medidas antropométricas (altura, peso, indice de massa corporal — IMC,
dobras cutaneas, circunferéncia da cintura — CC e do quadril — CQ, razdo CC/CQ),
analise de impedancia bioelétrica (BIA, do inglés bioelectrical impedance analysis) e
avaliacdo por imagem, como absorciometria de raios-x de dupla energia (DEXA, do
inglés dual emission X-ray absorptiometry), tomografia computadorizada ou
ressonancia magnética para confirmagdo de mudancas na distribuicdo da gordura
corporal. Contudo, ndo ha método padrdo-ouro para determinar a presenca de LD e
seus subtipos (99,117).

Os exames de imagem compreendem técnicas avancadas e sofisticadas para
avaliagdo da LD. Contudo, s@o onerosos, de acesso limitado em paises em
desenvolvimento e requerem interpretacao especializada. Por isso, representam um
desafio para serem utilizados na pratica clinica e, também, em estudos
epidemiologicos. Desta forma, o diagndstico da LD é rotineiramente detectado pelo
relato do proprio paciente, pelo olhar apurado do mesmo médico durante as consultas
de acompanhamento e medidas antropométricas, que sdo métodos de baixo custo,
nao-invasivos e de facil execucao (117). Contudo, alguns casos, a concordancia entre
os sinais autorreferidos e as medidas antropométricas aferidas € inexistente,

conferindo, assim, certo grau de subjetividade no diagnéstico e prevaléncia (100).

Frente a esta situagao, Santos et al. (2018) (118) desenvolveram modelos
antropometricos objetivos, econdmicos e acessiveis de predi¢cdo para o diagndéstico e
monitoramento da LD em homens e mulheres brasileiros vivendo com HIV. Os

resultados mostraram que o melhor modelo preditivo para os homens incluiu as
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seguintes variaveis antropométricas: razdo entre a espessura da dobra cutanea
subescapular e média, dobra cutdnea da coxa e circunferéncia da cintura. Adicionado
a estes fatores, a educacédo, o tempo de diagnéstico do HIV e o esquema de ARVs
séo elementos sociais e fisioldgicos pertinentes para determinar as para modificacdes
na distribuicdo da gordura corporal. Ja nas mulheres, as dobras cutaneas da coxa e
subescapular e a circunferéncia das mamas, foi o modelo mais significativo. Os
autores relataram que esse modelo estd de acordo com achados prévios onde
individuos do sexo feminino com HIV tiveram aumento no acumulo de gordura no
tronco juntamente com reducdo do tecido adiposo nas pernas. Além das variaveis
antropomeétricas, o tempo de exposicdo a TARV e a etnia também contribuiram para
o desenvolvimento de LD. O tempo de diagnéstico e o periodo de exposi¢do aos ARVs
foram as variaveis mais significativas, reforcando os efeitos do virus na perturbacéo
da homeostase metabdlica e no padréo na disposicdo do tecido adiposo no corpo e

dos farmacos na severidade da LD.

Os sinais e sintomas revelados pelas PVHIV acometidas pela LD sao
complexos e requerem olhar apurado na rotina de atendimento ao paciente. O
estigma e a consequente discriminacdo provocados pela LD, impactam
negativamente a vida das PVHIV. A LA, sobretudo, destaca-se entre os trés subtipos
por imprimir um aspecto de envelhecimento precoce e imprimindo a indelicada
expressao “‘cara de Aids”. Essa situagdo pode trazer a tona a condicdo de
soropositividade, afetando diretamente a autoestima das PVHIV, isolamento social,
baixa adesao farmacolédgica ou até mesmo o abandono da TARV; o que provoca falha
terapéutica e produz cepas virais resistentes (78,119).

O reconhecimento da LD leva a reavaliagdo do regime farmacolégico que,
muitas vezes, modifica o esquema terapéutico (switch). Essa abordagem é uma forma
de administracdo da LD cujo fim € reprimir o desejo de abandono da TARYV, assim
como evitar a exposicdo permanente do paciente com HIV ao medicamento
desencadeador das alteracdes na forma do corpo. Basicamente, as intervencgdes
destinadas aos pacientes com LA sao a restricdo de uso aos ITRN analogos de
timidina, cirurgia plastica e preenchimento facial. Na ocorréncia de LH, indica-se um

plano alimentar hipocaldrico e pratica de exercicio fisico (81,84).
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Diante desde cenario, o Ministério da Saude implementou junto ao SUS as
cirurgias reparadoras para LD (120) e preenchimento facial com polimetilmetacrilato
(PMMA) ou tecido gorduroso (121). As intervencdes operatorias incluem lipoaspiracdo
de giba, regido submandibular, parede abdominal e dorso, redu¢cdo mamadria,
tratamento da ginecomastia, lipoenxertia de gluteo (120). Isso destacou o Brasil, mais
uma vez, no atendimento as PVHIV sendo o primeiro pais a conceder gratuitamente

operacdes cirurgicas reparados para PVHIV com LD (32).

Embora o termo “lipodistrofia” seja utilizado para se referir a qualquer desordem
metabdlica e distarbio na distribuicdo de gordura corporal, cada subtipo de LD (LA, LH
e misto) deve ser considerado como entidades Unicas de etiologia complexa e carater
multifatorial (74). Inserido neste conjunto de elementos causais, as caracteristicas
genéticas individuais possuem papel chave na susceptibilidade ao aparecimento de
anormalidades metabdlicas em PVHIV, ja que nem todos 0s pacientes em uso regular

da TARV sofrem alteragdes no armazenamento lipidico (122).



5 GENES CANDIDATOS

Além da func&o priméria de estocar energia como triacilglicerol e liberar &cidos
graxos livres durante periodos de jejum, o tecido adiposo também possui atribuicbes
enddcrinas, imunoldgicas e regulatéria da homeostase da glicose e dos lipidios.
Fundamental para o desempenho destas atividades, esta na diferenciacdo de pré-
adipdcitos em adipdcitos maduros que, em resposta a sinais externos, armazena
lipidios e secreta diversas adipocinas (126,127). Na presenca de calorias excedentes
sem liberacdo de energia, o tecido adiposo se expande e a obesidade se estabelece
(128).

Quando isso ocorre, o tecido adiposo passa a acumular células imunes que irdo
subsidiar o estado de inflamacao crénica de baixo grau (sub-clinica) e desbalanco
metabdlico. Os macrofagos séo o tipo de leucocitos que predominam o tecido adiposo
nessa condicao patolégica e sdo 0s responsaveis por estas caracteristicas intrinsecas
da obesidade que, por sua vez, precedem a ocorréncia de resisténcia a insulina (RI).
A RI é o fator chave para o desencadeamento de comorbidades associadas a
obesidade, como DM e SM, dado o enfraquecimento da resposta normal a insulina,
reducdo da glicose disponivel e comprometimento na supressdo da lipdlise. A
quantidade de LT-CD4+ também aumenta, em especial a razdo LT-CD8+/LT-CD4+
que sao fundamentais para o recrutamento de macréfagos através da producéo de
interferon gama (IFN-y) (129). Esse cenario é potencializado nas PVHIV em razéo da
deterioracdo de LT-CD4+ juntamente com a pronunciada ativacéo e proliferacdo de
LT-CD8+ (130). Por isso, individuos infectados pelo HIV estdo em maior risco de
obesidade e doencgas associadas (77).

Os efeitos do HIV no tecido adiposo sao investigados desde a sua identificacao
nos anos 1980 e foram, inicialmente, utilizados como marcadores de progresséao da
infeccdo a Aids. Ja foi estabelecido que a infeccdo pelo HIV acarreta num estado
generalizado de ativacdo imune e inflamacdo persistente em consequéncia da
producdo exacerbada de citocinas pelos LT-CD4+ infectados que estéo latentes no
tecido adiposo. Esta intensificacédo local de citocinas ativa as células em repouso e

desperta o virus HIV, que aumenta ainda mais a producdo de mediadores pro-
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inflamatorios nos adipocitos. Nao obstante a supressado da viremia plasmatica nos
individuos sob TARV, as proteinas virais permanecem atuando in loco no tecido
adiposo aonde prejudicam a maturacdo de pré-adipdcitos além de reprimir a
expressao de genes envolvidos na regulacao da adipogénese (77).

Parte destas desordens metabdlicas e distribuicdo irregular de gordura no
corpo também sofrem influéncia do nosso material genético. A maturacdo dos
adipdcitos, assim como a sintese de &cidos graxos e triglicerideos é comandada por
diversos genes que, por sua vez, sao finamente orquestrados por fatores de
transcricdo. Variantes genéticas (SNPs) nos principais reguladores transcricionais da
adipogénese e lipogénese podem alterar a cascata de eventos destes processos,
reprimindo ou intensificando a expressao génica e, portanto, cooperando para o

desenvolvimento da LD (125).

Evidéncias genéticas e moleculares ajudaram a encaixar algumas pecas do
quebra-cabecas oculto a LD. Contudo, muitos enigmas ainda precisam ser
desvendados para explicar a sequéncia de eventos para o desenvolvimento de LD,
visto a complexa interacdo do HIV per se, TARV, inflamacéo e variacdo genética do
hospedeiro (82,125,131). Entre diversos genes envolvidos na diferenciacdo dos
adipdcitos e metabolismo lipidico, sao de especial interesse o fator de necrose tumoral
(TNF, do inglés tumor necrosis factor), o receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma gama (PPARG, do inglés peroxisome proliferator activated receptor
gamma), o fator de transcricdo de ligacdo ao elemento regulatério de esterol 1
(SREBF1, do inglés sterol regulatory element binding transcription factor 1), o gene
associado a obesidade e massa gorda (FTO, do inglés fat mass-and obesity-

associated gene) e a sirtuina 1 (SIRTL1).

5.1. Fator de necrose tumoral (TNF)

O fator de necrose tumoral-a (TNF-a, codificado pelo gene TNF, 6p21.33) é
expresso no tecido adiposo branco (TAB) e secretado por macrofagos e LT-CD8+ ali
infiltrados (132,133). Os niveis desta adipocina pro-inflamatéria séo correlacionados
com adiposidade e resisténcia a insulina, possivelmente porque ativa as proteinas

Ser/Thr quinase cujo dano na sinalizacdo da insulina e recrutamento de efetores
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downstream ja foram relatados (118). O TNF-a suprime a lipogénese por meio da
ativacdo da lipoproteina lipase (134) e induz apoptose de pré-adipécitos periféricos
(135), além de modular a atividade do gene coativador do receptor ativado por
proliferador de peroxissoma-y (PPAR-y) através da ligacdo aos receptores de
superficie dos adipdcitos. Essa interacdo aumenta a inflamacéo do tecido adiposo e
suporta a liberacdo de outros mediadores proé-inflamatorios (77). A presenca de niveis
circulantes elevados do TNF-a ja foram associados com desordens do tecido adiposo

como a obesidade e lipodistrofia na populagdo em geral (136).

Nos individuos HIV-positivos, a homeostase do TNF-a é drasticamente
modificada, elevando as concentracdes circulantes antes do inicio do tratamento
antirretroviral e caindo acentuadamente pés-TARV. Todavia, apesar da eficacia do
tratamento antirretroviral, o sistema de ativagéo e parametros do TNF-a ndo atingem
a normalidade (137). Na tentativa de avaliar essa relagdo, Domingo et al. (2005) (138)
demonstraram, in vivo, que PVHIV com LD tém um acentuado grau de apoptose no
tecido adiposo subcutaneo (TAS) quando comparado aos sem LD e sujeitos ndo
infectados. Essa correlacao positiva foi associada com o aumento nos niveis séricos
da fragdo soluvel dos receptores de TNF-a. Nos experimentos in vitro, pré-adipocitos
3T3-L1 cultivados com meio apropriado e, ap0s o periodo de 9-10 dias de
diferenciacéo, as células foram embebidas com farmacos antirretrovirais. Depois, foi
adicionado TNF-a. Os resultados mostraram que a combinacdo de certos ARVs
agiram de forma pré-apoptoética nos adipécitos e que a incorporacdo de TNF-a no meio
potencializou os efeitos de morte celular. O uso de IP, particularmente, apresenta
efeito antiadipogénico sinergicamente com o TNF-a e causa lipoatrofia periférica e
acumulo de gordura central (139). Resultados divergentes foram obtidos por Freitas
et al. (2014) (140), na qual ndo observaram diferenca nos niveis de TNF-a em
individuos controles e nos adultos com HIV, recebendo TARV, com ou sem

diagndstico de LD.

Associacdes entre polimorfismos no gene TNF e condi¢Bes inflamatorias ja
foram descritas. O polimorfismo -238 G>A (rs361525), localizado na regido promotora
do gene, parece influenciar os niveis circulantes de TNF-a: o alelo G foi associado

com baixa producdo enquanto que o alelo A foi associado com aumento (141). Em
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pacientes com HIV, a susceptibilidade entre esta variante e o desenvolvimento de LD
foi demonstrada, pela primeira vez, por Maher et al. (2002) (142). Os autores
observaram que a frequéncia do alelo A foi significativamente maior no grupo de
pacientes com LD quando comparados aqueles sem LD e concluiram que ser portador
do alelo polimorfico A néo foi determinante para o desevolvimento da LD, mas parece
ser um fator preditivo para sua manifestacdo. Similarmente, portadores do A para o
SNP -238 G>A apresentaram progressdo mais rapida a LD (143). Contudo, ambos
estudos nao avaliaram os subtipos de LD e os resultados foram baseados em um
pequeno tamanho amostral. Posteriormente, de forma contraria aos prévios achados,
Tarr e Telenti (2007) (144) ndo observaram associacdo entre TNF-a -308 G>A
(rs361525) e lipoatrofia.

5.2. Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR)

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR) sédo fatores
de transcricdo que integram uma superfamilia de receptores nucleares com
importante funcdo metabdlica. Os PPARs sdo dependentes de ligantes que regulam
a expressao génica através da ligacdo aos elementos responsivos aos proliferadores
de peroxissoma (PPREs, do inglés, peroxisome proliferator response elements) na
regido promotora de cada gene alvo. Cada receptor liga-se ao seu PPRE formando
um heterodimero junto com o0 RXR (PPAR:RXR). Quando um agonista é unido nesta
estrutura, a conformacao do PPAR se modifica e torna-se estavel, criando uma fenda
gue possibilita a ligacdo de coativadores transcricionais. O resultado é o aumento da

transcricao génica (145).

O grupo dos PPARs sdo formado por trés proteinas, codificadas por genes
diferentes: PPARy, PPARa, and PPARS. Apesar das similaridades estruturais, cada
isoforma difere na distribuicédo tecidual, funcdes fisioldgicas, afinidade pelos PPREs e
interacdo com inumeros cofatores. O PPARy é amplamente expresso nos adipécitos
do tecido adiposo branco e marrom onde atua como regulador master da
adipogénese. Assim, suas funcdes estdo ligadas a varios processos celulares,
incluindo, fundamentalmente, a diferenciacdo de adipdcitos (maturacao,

armazenamento e mobilizagdo), homeostase da glicose e inflamacao (146). Os
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agonistas biologicos para o PPARYy incluem varios acidos graxos e outros lipidios
(147). De forma sintética, os eicosanoides, os fibratos e as tiazolidinedionas (TZDs)
sao importantes ativadores do PPARYy (148). As TZDs séao utilizadas ha muito tempo
como sensibilizadores de insulina no tratamento da DM2 (149).

O gene PPARG (3p25.2) possui promotores separados que geram diferentes
isoformas de mRNA. A isoforma PPARy2 é a mais potente ativador transcricional e
expressa exclusivamente no tecido adiposo (146). Algumas variantes no gene
PPARG2 ja foram relatadas, sendo o SNP Prol2Ala (rs1801282) missense 0 mais
estudado e associado a DM2, IMC, obesidade e fenoétipos relacionados na populacao
geral (150-154). Nos individuos com HIV, no entanto, as pesquisas sao escassas e
com resultados controversos (155-158).

5.3. Proteina de ligacdo ao elemento regulatorio de esterois (SREBP)

A familia de proteina de ligacdo ao elemento regulatério de esterois (SREBP,
do inglés sterol regulatory element binding proteins) consiste em elementos
regulatorios pro-adipogénicos cuja funcéo é controlar a sintese e a oxidacao de acidos
graxos através da regulacdo de genes envolvidos na biossintese do colesterol no
figado (159,160). Os SREBP sao sintetizados como precursores ancorados na
membrana plasmatica do reticulo endoplasmaético (RE) intimamente ligados a proteina
ativadora de clivagem SCAP (do inglés SREBP cleavage activating protein) que
interage com a proteina induzida por insulina INSIG (do inglés, insulin induced gene).
Esta, por sua vez, mantém o complexo SREBP-SCAP confinado a membrana do RE.
Quando as concentracdes de esterois estao altas, a SCAP se associa fortemente com
INSIG e promove maior interacdo entre SREBP-SCAP, mantedo-os ancorados no RE.
Ao passo que quando os nives de esterois diminuem e aumentam os de insulina, a
interacdo INSIG-SCAP enfraquece, permintindo que a SCAP desloque o precursor
SREBP para o Complexo de Golgi. Nesta organela, a forma inativa de SREBP sofre
a primeira clivagem pela protease do sitio-1 (S1P, do inglés site 1 protease) dentro da
alca luminal hidrofilica. Depois, € submetida a segunda clivagem pela protease do
sitio-2 (S2P, do inglés site 2 protease) que corta o dominio NHz-terminal dentro do
primeiro fragmento transmembrana, liberando a proteina SREBP na sua forma nuclear

(nSREBP). O dominio bHLH-LZ remanescente gera um novo tipo de sinalizagédo
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nuclear que permite a ligacdo da proteina importina, cuja funcdo € movimentar a
NSREBP para o nudcleo. No nucleo, a forma nSREBP liga-se a sequéncia de
nucleotideos do elemento regulador do esterol (SRE, do inglés sterol regulatory
element), no gene da enzima HMG-Coa-redutase, promovendo sua transcricdo e

consequente biossintese do colesterol (161).

O gene SREBF1 (17p11.2) codifica dois transcritos: SREBP1la e SREBP1c. A
isoforma SREBP1c é altamente expressa no TAB, figado, musculo esquelético,
glandula adrenal e cérebro. E regulada transcricionalmente pelos carboidratos da
dieta. Assim, altos niveis de glicose ativam esse fator de transcricdo que, por sua vez,
atua na glicdlise (162) (Xu X et al. 2013). Curiosamente, o tecido adiposo de individuos
obesos e diabéticos apresenta menor expressdo do mRNA SREBP1c quando
comparado a individuos magros. Estudos com modelos animais concordam com
esses resultados, pois a expressao da SREBP1c esta reduzida no tecido adiposo de
camundongos ob/ob pré-diabéticos. A explicacdo pode estar na resisténcia a insulina
observada na obesidade e no fato de que a perda de peso melhora a sensbilidade a
insulina e aumenta a expressdo da SREBP1c (161). Atua, também, na adipogénese
pois produz ligantes endogenos para o PPAR-y e lipogénese, promovendo a sintese
de &cidos graxos. A superexpressdo de SREBP1c no figado pode levar ao acumulo
de lipidios e causar lipotoxicidade, que em consequéncia, também é responsavel pela
resisténcia a insulina (163).

Alguns agentes ARVs podem regular negativamente os niveis de mRNA de
SREBF1 durante a adipogénese (164) provocando lipoatrofia através da perda de
adipdcitos e reducdo de tamanho (165). Bastard et al. (2002) observaram um aumento
em torno de 6 vezes na proteina SREBF1 em biopsias de tecido adiposo de pacientes
infectados pelo HIV usando IP. A exposicdo dos adipécitos aos IPs sequestra o
SREBF1 na membrana do reticulo endoplasmético impedindo sua clivagem para a
forma ativa e entrada no nucleo da célula. Assim, parece que o aumento da
concentracdo de SREBF1 no limen é de uma proteina inativa, sem atividade de
induzir fatores de transcricdo da adipogénese. Isso explica a diminuicdo de C/EBPS,
PPARG e C/EBP-a observada, cujo resultado é a RI e lipoatrofia periférica. Outra
possivel explicacdo é que o uso de ITRNN, como o efavirenz (EFV), causa efeitos

negativos na diferenciacdo dos adipdcitos e na redugdo do acumulo de triglicérides
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(TG). O EFV promove efeitos antiadipogénicos pela regulacdo negativa dos fatores
de transcricdo adipogénicos (SREBF1, PPARG e C/EBP-a) e diminui os niveis de

leptina e adiponectina, que por sua vez prejudicam a sensibilidade a insulina (164).

Polimorfismos no SREBF1 foram investigados em decorréncia da sua
associacdo com Rl e DM2. A variante G do SNP rs2297508 (3322 C>G) mostrou uma
ligeira associacdo com hiperglicemia e médio risco para DM2 em duas grandes
coortes individuos HIV-negativos Dinamarqueses (163). Em um estudo funcional com
mesma variante no gene SREBF1, homozigotos CC para o SNP 3322 C>G mostraram
maior taxa na sintese de colesterol do que os portadores de CG ou GG, mas nao
observaram efeitos deste polimorfismo nos niveis de colesterol plasmatico (166). Em
pessoas vivendo com HIV, foi relatado que usuérios de IPs portadores do alelo C
apresentaram aumento nos niveis de colesterol plasmatico. O polimorfismo 3322C>G
SREBP1c é uma mutacéo sindnima, onde a modificacdo de nucleotideos nao resulta
em alteracdo de aminodcidos. Assim, € possivel que diferentes padrdes de expressao
génica possam ocorrer por modificagcdo do dobramento previsto do RNA mensageiro
(RNAm), concentractes de RNA de transferéncia (RNAt) possam ser variaveis para
diferentes codons ou que outro SNP em desequilibrio de ligacdo com essa variante

possa ser responsavel pelo associacao observada (167).

5.4. Gene associado a obesidade e massa gorda (FTO)

O gene associado a obesidade e massa gorda (FTO,16q12.2) foi identificado
em 2007, quase simultaneamente por dois grupos de pesquisa, para a DM2 através
do seu efeito no IMC e fendtipos relacionados (168,169). Os papéis fisioldgicos e os
mecanismos celulares executados pela proteina codificada pelo FTO permencem
obscuros. Acredita-se que execute um papel crucial no controle do consumo
energeético, pois é altamente expresso no nucleo arqueado do hipotalamo, onde reside
o controle do apetite e metabolismo energético. Algumas evidéncias também apontam
a relacdo do FTO com resposta a saciedade, adipogénese, gasto energético e na

funcé@o mitocondrial dentro do musculo esquelético (170).

Os introns 1 e 2 do FTO abrigam 89 variantes em forte desequilibrio de ligacéo

ja associadas com ganho de peso, gordura corporal, IMC, CC e escolha alimentar.
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Deste conjunto de polimorfismos, o SNP rs9939609 T>A no intron 1 foi o mais
extensamente investigado (171). A maioria dos achados de associa¢do com IMC sao

em adultos Euro-descendentes (172-176) e criancas/adolescentes (177-180).

Até o momento, sabe-se que o FTO codifica uma proteina nuclear pertencente
a familia das oxigenaes 2-oxoglutarato (2-OG) com funcdo demetilase de DNA fita
simples. As enzimas oxigenases estao envolvidas no reparo de DNA, metabolismo de
acidos graxos, modificagbes pds-traducionais, splicing, degradacéo e traducao de
RNA. Utilizam Fe(ll) ndo-heme como co-fator e oxigénio e 2-OG como co-substrato,
produzindo succinato e dioxido de carbono como subprodutos. Anadlises de
alinhamento demonstraram que a sequéncia do FTO € homéloga a enzima AlkB da
E. Coli, cuja funcdo primordial é o reparo oxidativo de bases alquiladas (metil) de DNA
e RNA (181). Subsequentemente, Wu et al. (2010) (182) mostraram que o Fto é um
coativador transcricional que acentua a transcricdo dos C/EPBs na regido promotora
de genes ndo metilados e naqueles reprimidos por metilagéo, direcionando para um
papel epigenético do Fto no controle da adipogénese. Esse grupo de pesquisadores

também mencionou a atividade endonuclease do Fto.

Merkestein et al. (2015) (183) demonstraram que a atividade desmetilase do
FTO ocorre durante os processos iniciais de adipogénese, particularmente durante a
expansao clonal mitética - MCE (do inglés, mitotic clonal expansion). No seu estudo
com modelos experimentais, camundongos FTO knockout suprimiram a adipogénese
antes da MEC, enquanto a superexpressado do FTO aumentou a expressao do PPARG
e da proteina alfa estimuladora de ligacdo a CCAAT (C/EBP-a, do inglés CCAAT-
enhancer-binding protein alpha). Os autores demonstraram que os efeitos dos SNPs
no gene FTO na suscetibilidade a obesidade ndo sédo devidos a alteracdo da sua
expressdo, mas sim da alteraracdo na expressao do gene RUNX1T1 (do inglés,
RUNXZ1 partner transcriptional co-repressor 1), adjacente ao FTO. O RUNX1T1 é um
fator de transcricdo relacionado a adipogénese que existe em duas isoformas de
splicing: longa (L) e curta (S). O gene FTO atua regulando o splicing do gene
RUNX1T1, favorecendo a transcricdo da isoforma S, que propicia a ativagao de
PPARG e da proteina beta estimuladora de ligagdo a CCAAT (C/EBP-8, do inglés
CCAAT-enhancer-binding protein beta), ambos diretamente associados a maior

estimulacdo a adipogénese e a proliferacdo de adipocitos. A isoforma L prejudica a
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adipogénese, uma vez que se liga ao C/EBP-B e este, por sua vez, impede a ligacao
de RUNX1T1 ao DNA.

Outra atuacdo do FTO esta vinculado ao processamento dos precursores
SREB1c e CIDEC (indutor de morte celular pelo fator de fragmentagcdo de DNA a-
efetor c, do inglés cell death-inducing DFFA - DNA fragmentation factor-a-like effector
c), dois importantes fatores de transcricdo que controlam acumulo de lipidios nos
hepatécitos. Células do tipo HepC2 com FTO superexpresso foram cultivadas por 24
horas em meio de cultura com &cidos graxos livres, acido oléico e palmitico. O
aumento na expressao do FTO favoreceu o acumulo de triglicerideos (TG). Ao passo
que quando inibidas, as células HepC2 submetidas aos mesmos processos
promoveram diminui¢do no armazenamento hepatocelular de TGs. Estes resultados
mostram que o FTO controla o contetdo de TG por elevar de novo a lipogénese ou
sintese de acidos graxos em hepatdcitos. A hipdtese esta baseada na atividade
desmetilase do FTO que parece modular as proteinas SCAP e S2P, aumentando a
maturacdo da SREB1c que, uma vez ativa, se desloca para o nicleo e aumenta a
expressdo de CIDEC - responsavel por favorecer o estoque de lipidios nos
hepatocitos (184) (Chen A et al. 2018).

Até o momento, temos conhecimento de apenas duas investigacfes
relacionando SNPs no FTO e distirbios metabdlicos em pessoas co-infectadas pelo
virus da hepatite C (HCV) e o HIV. O primeiro trabalho, de Pineda-Tenor et al. (2014)
(185), os individuos portadores da variante A tiveram maior chance de apresentar
obrepeso, resisténcia a insulina, fibrose, esteatose e menor resposta virologica
sustentada apos tratamento para o HCV. Na segunda pesquisa, Nufiez-Torres et al.
(2017) (186) observaram que o SNP rs9940128 (G>A) no FTO, que esta em alto
desequilibrio de ligacdo com rs9939609, foi associado com doenca hepatica
gordurosa (FLD) em PVHIV com IMC normal. A frequéncia do gendtipo AA entre os
pacientes com FLD foi quase duas vezes maior do que nos individuos sem FLD.
Todavia, nenhuma destas pesquisas investigou a associacdo entre o FTO e a LD.
Desconhecemos trabalhos na literatura cientifica que tenham verificado efeitos dos

ARVs na expresséo e atividade do gene FTO.
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Contudo, parece que o FTO nédo é o responsavel pela susceptibilidade ao
ganho de peso e complicacdes metabdlicas mas sim os genes IRX3 (do inglés, Iroquis
homeobox 3) e IRX5 (do inglés, Iroquis homeobox 5) que s&o transcritos na fita
reversa do FTO (187). O risco para obesidade estd associado a um nucleotideo
especifico no SNP rs1421085 (T>C) no gene FTO, que apresenta alto desequeilibrio
de ligacdo com o polimorfismo rs9939609. A presenca do alelo C, aumenta a
expressao do IRX3 e IRX4 que, por sua vez, estimulam a atividade de precursoes de
adipdcitos mesenquimais e diminuem a termogénese mitocondrial (reprime a proteina
desacopladora 1 - UCP1, do inglés uncoupling protein 1 e o co-ativador 1a PPAR-y -
PGC-1qa, do inglés Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha), favorecendo o armazenamento de lipidios no TAB. Por outro lado, o alelo T
inibe a expressao de IRX3 e IRX5 restaurando a termogénese mitocondrial e
interrompendo o acumulo de gordura de forma excessiva (188). Esses resultados
foram descritos como “caso resolvido”, onde o "criminoso" direto ndo é o gene FTO,
mas sao os genes IRX3 e IRX5. Os "locais do crime" séo os pré-adipocitos. O "crime"
é que eles inibem a queima de lipidios e 0 metabolismo energético (189).

5.5. Sirtuina 1 (SIRT1)

InvestigacBes cientificas mostram que a restricdo calorica (RC), definida como
uma intervencdo nutricional de reducdo da ingestdo energética (20-50%), sem
desnutricdo, € capaz de diminuir o peso corporal total e massa gorda, minimizar niveis
plasmaticos de marcadores do perfil lipidico (como colesterol total e triglicerideos),
atenuar mediadores de inflamacéo (proteina C reativa, interleucina-6, fator de necrose
tumoral) e melhorar a homeostase da glicose, inibindo rotas inflamatdrias ao mesmo
tempo que ativa mdltiplas vias moléculas que promovem diminui¢cdo da lipogénese
(190,191).

Em organismos inferiores, como Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis
elegans and Drosophila Melanogaster, esses efeitos sdo mediados pelo regulador de
silenciamento da informacéo 2 (Sir2, do inglés Silent Information Regulator 2). Os
efeitos desta proteina no aumento do tempo de vida ocorrem por mecanismos de
regulacéo downstream sob determinadas condi¢cdes em tecidos especificos, enquanto

que sua inativacdo encurta este periodo. Uma vez que a atividade enzimatica da Sir2



60

como desacetilase de histonas dependente de NAD+ (nicotinamida adenina
dinucleotideo) esta conectada com a deteccdo do estado energético celular
(nutrientes), esta proteina é altamente conservada diversas espécies (190) e os genes
ortélogos em eucariotos superiores sdo conhecidos como sirtuinas - SIRTs (191), do

inglés Silent Information Regulator Two proteins (192).

As sirtuinas (SIRTs) sdo uma classe de enzimas com atividade de
desacetilases de histonas (HDACs classe Ill) e ndo histonas, ADP-ribosiltransferase,
desuccinilases e demanolises, categorizadas pelo dominio de ligacdo catalitico
dependente de NAD+ (193). Em mamiferos, sete SIRTs foram identificadas (SIRT1-
7) e ainda que apresentem o mesmo dominio catalitico, variam em sua atividade
enzimatica e localizag&o celular. As SIRTs 1, 6 e 7 sdo predominantes no nucleo. A
SIRT1, particularmente, esta associada a eucromatina e pode se deslocar para o
citosol quando necessaria para atuacdo em genes alvos. A SIRT2 encontra-se no

citoplasma. As SIRTs 3, 4 e 5 s&o mitocondriais (192).

A funcdo mais bem elucidada das SIRTs é sua capacidade de reverter a
acetilacdo de proteinas tipo histonas, influenciando diretamente na estrutura dos
nucleossomos e, portanto, na transcricdo génica (194). Além disso, sdo sensores
energéticos celulares, uma vez que dependem dos niveis de NAD+ para executar
suas atividades biolégicas. Essa capacidade de controlar sistemas em um ambiente
redox faz com que as SIRTs possam neutralizar danos oxidativos associados a
doencas comuns do envelhecimento. Também sdo fundamentais na regulacdo da
homeostase celular, especialmente no que tange o metabolismo, inflamacéo, estresse
oxidativo e senescéncia. Logo, acredita-se que a ativacao das sirtuinas possa ter um
papel central em doencas metabdlicas como DM2 e obesidade, assim como em
doencas neurodegenerativas associadas com o envelhecimento. Isso se deve, em
parte, a capacidade das SIRTs em estimular a atividade das mitocdndrias, prevenindo

mudancas subjacentes a diversas enfermidades (195).

A atividade desacetilase remove grupos acetila de residuos proteicos acetil-
lisina modificados. Tal modificacdo pds-traducional comeca com a hidrélise de NAD+.
Para cada acetil-lisina desacetilada, uma molécula de NAD+ é clivada formando dois
produtos: O-acetil-ADP-ribose (O-AADPR) e a nicotinamida (NAM); liberando o
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substrato desacetilado. Pouco se sabe sobre O-AADPR, mas alguns trabalhos
insinuam gue este pode formar complexos com a SIRT que o produziu, possivelmente
ocasionando sua inibicdo. Assim, mudancas intracelulares na razdo NAD+/NADH
impactam diretamente na atividade das SIRTs: NAD+ ativa enquanto que NADH inibe.
Quando a disponibilidade energética é baixa, alto nivel de NAD+ e baixo de NADH
ativam as SIRTs ao passo que, quando a energia celular esta alta, a relagcéo
NAD+/NADH sera baixa e as SIRTs também terdo sua atividade reduzida (196).

O gene homodlogo a Sir2 em humanos foi nomeado de sirtuinas (SIRTS). Sua
popularidade cresceu quando foi identificado sua capacidade de imitar a RC e retardar
0 aparecimento de doencas ligadas ao envelhecimento. Em leveduras, a RC diminui
os niveis de NADH, aumentando a atividade da Sir2. Camundongos privados de
alimentos aumentam os niveis de NAD+ no figado em mais de 50%, favorecendo a
atividade da SIRT1 (196,197). Também se evidenciou que compostos naturais como
o resveratrol (RVS) pode induzir a atividade das SIRTs em modelos de organismos
inferiores (198).

A sirtuina 1, codificada pelo gene SIRT1 (10g21.3) € a integrante mais bem
caracterizada do grupo das SIRTs. Ja foi comparada sua atuacdo na regulacéo do
metabolismo da gordura e da glicose em consequéncia de alteracfes nos niveis de
energia (199) bem como da inflamacgéo (200) e do estresse oxidativo (201). Diversos
estudos ja mostraram a habilidade da SIRT1 em mimetizar os efeitos da RC
(190,198,202—-204). Algumas evidéncias confirmam essa hipGtese: primeiro,
camundongos knockout para SIRT1 sob RC mostram apenas algumas mudancas
metabdlicas desencadeadas pela privacdo alimentar; desta forma, a atividade da
SIRT1 parece ser essencial (190). Segundo, a SIRT1 controla a adipogénese e a
mobilizacdo de gordura no TAB através da sua ligacdo e repressdo do PPARG que,
nesta situacdo, passa a reprimir genes alvo (197). Terceiro, a SIRT1 € capaz de induzir
a secregao de insulina em células B-pancreaticas. A influéncia na homeostase da
insulina ocorre via ligacédo direta ao promotor do gene da proteina desacopladora
mitocondrial 2 (UCP-2, do inglés uncoupling protein 2) e inibicdo da sua expressao. A
supresséo da UCP-2 causa um aumento na producgéo de ATP e secrec¢éo de insulina.

Por fim, a SIRT1 também atua no equilibrio da glicose no figado. Os hepatocitos
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respondem aos sinais de jejum com aumento da gliconeogénese e diminuicdo da
glicdlise. Essas respostas, no entanto, sdo acentuadamente enfraquecidas quando a
SIRT1 é knocked down. A gliconeogénese regulada pela SIRT1 nesse 6rgao ocorre
pela desacetilacao e ativacao do receptor co-ativado 1-a (PCG1-a) — regulador chave
da biogénese mitocondrial (205). Outrossim, a capacidade da SIRT1 em desacetilar o
fator nuclear kappa B (NF-Kb) diminui a sua expressao e, consequentemente, sua
acao proé-inflamatéria (Yang H et al. 2012). Ja foi mostrado que o envelhecimento esta
associado a ativacdo permanente do sistema NF-Kb (206). Ainda, Mattagajasingh et
al. (2007) (201) demonstraram que a SIRT1 é capaz de melhorar a funcédo endotelial
ao promover relaxamento vascular através da desacetilacdo do 6xido nitrico sintase

endotelial — eNOS (do inglés, endothelial nitric oxide synthase) (201,207).

Também € importante citar a relacdo coordenada entre a SIRT1 e a proteina
quinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK), outro importante mediador
metabolico. A via da AMPK é ativada atraves da auto-fosforilacdo da AMPK (pAMPK)
na treonina 172. Quando a relacdo AMP/ATP intracelular aumenta devido ao estresse
metabdlico, a AMPK é fosforilada. Posteriormente, as moléculas alvo downstream séo
ativadas, promovendo o catabolismo. Porém, quando a relacdo AMP/ATP cai, a AMPK
aumenta o anabolismo (208). Em camundongos, Cantd et al. (2009) (209) foram
capazes de demonstrar que a ativacdo de AMPK estimula a atividade da SIRT1
através do aumento nos niveis intracelulares de NAD+, co-substrato fundamental para
seu mecanismo energético. Por isso, a SIRT1 é considerada intermediador do estado
metabdlico celular, j& que sua atividade € dependente concentracao intracelular de
NAD+.

As implicacbes da SIRT1 no curso clinico de patologias virais ja foram
ilustradas (210). Na infeccao pelo HIV-1, a participacédo da SIRT1 é ampla. A proteina
Tat € um substrato para atividade desacetilase da SIRT1. Assim, SIRT1 pode
desacetilar a proteina Tat do HIV-1 e induzir ativacéo transcricional proviral, levando
a hiperativacdo de células T. Contudo, ao contrario, a proteina Tat pode inibir a
atividade da SIRT1 através da ligacdo ao sitio catalitico da enzima, inibindo-a. Quando
isso ocorre, a SIRT1 perde a capacidade de desacetilacdo da lisina 310 (K310) na

subunidade p65 no NF-Kb e desencadeia a cascata de ativacdo de NK-Kb, o que
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intensifica a excitacdo de LT-CD4+ favorecendo a replicacdo do HIV-1 (211,212).
Analises in vitro e de biologia molecular demonstraram que células em cultivo quando
tratadas com a proteina Tat, mostraram uma reducdo significativa nos niveis de
ativacdo de AMPK o que consequentemente reduziu a ativagao da SIRT1 e aumento
da transativacdo da regido LTR do HIV-1, potencializando sua replicacdo. Esse
resultado indica que a participacdo da SIRT1 na replicacéo do HIV-1 é dependente da
via de sinalizacdo AMPK (213).

Compostos ativadores naturais, como o resveratrol (RVS) (214) e pequenas
moléculas sintéticos das SIRTs podem ser uma nova classe de agentes terapéuticos
(200). Os efeitos do RVS como simulador da restrigéo calorica via ativagéo do sistema
das SIRTs ja foi demonstrado em estudos experimentais (198,215-218). Ensaios
clinicos avaliando a suplementacdo de RVS como indutor da atividade das SIRT1
ainda sdo escassos e os trabalhos publicados apresentam dados contraditérios (220—
228).

Dado o multiplo envolvimento da SIRT1 no controle da homeostase metabdlica
em diversos tecidos, variantes genéticas na SIRT1 podem alterar sua expressao e
atividade, predispondo individuos a obesidade e comorbidades associadas (229).
Nessa perspectiva, quatro SNPs apresentam relevancia: rs7895833 A>G e 12049646
T>C (ambos localizados na regido promotora), rs12413112 G>A no intron 4 e 0
rs2273773 T>C no éxon 5. Um estudo baseado numa grande coorte de Holandeses
(n = 3575), encontrou que individuos portadores do genoétipo TC para variante
rs2273773 T>C tiveram 0,5 Kg/m? a mais que os portadores homozigotos para o alelo
selvagem T (230). Em Japoneses, Shimoyama et al. (2011) (231) observaram que 0s
SNPs rs7895833 G>A e rs2273773 T>C foram associados a parametros laboratoriais
e antropomeétricos. Quando a amostra foi estratificada por sexo, a variante rs7895833
G>A foi relacionada com adiposidade em homens: os portadores do alelo polimérfico
A (GA + AA) em comparagao com portadores do alelo selvagem G (GG) apresentaram
maior IMC e razdo de gordura corporal. Esta ultima variavel também foi relacionada
com o SNP rs2273773 T>C em homens, na qual os individuos TT também exibiram
maior razdo de gordura corporal e hiperglicemia. E importante observar que na

populacdo Japonesa, o alelo G é selvagem, enquanto em Caucasianos € o
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polimorfico. Essa diferenca na frequéncia alélica pode explicar por que 0s japoneses

apresentam obesidade menos pronunciada em comparacao aos caucasoides.

Estudos de associagao gendmica falharam em encontrar uma relagdo entre os
SNPs rs7895833 (A>G), 12049646 (T>C), rs12413112 (G>A) e rs2273773 (T> C) na
SIRT1 com obesidade e fenoétipos relacionados. Weyrich et al. (2008) (232) em um
estudo transversal, genotiparam tagSNPs na SIRT1 (rs730821 A> G, rs12413112 G>
A, rs7069102 G> C, rs2273773 T> C) a fim de avaliar a associagao entre gasto
energeético e caracteristicas metabolicas em individuos pré-diabéticos (histéria familiar
tipo 2 e BMI > 27 Kg/m?). Os gendtipos ndo diferiram significativamente quanto ao
IMC, gordura corporal total e circunferéncia da cintura-quadril, mas o gasto energético
basal foi significativamente menor em portadores menores de alelo A do rs12413112.
Essa variante comum foi analisada em um subgrupo de participantes submetidos a
intervencao no estilo de vida por 9 meses. Apds o seguimento, ndo houve associagcao
entre rs12413112 e IMC ou peso. Em contraste, os individuos portadores do alelo A
foram menos responsivos a glicose plasmatica em jejum. Assim, parece que a variante
rs12413112 A afeta negativamente a expressdo de SIRT1, prejudicando a
sensibilidade a insulina no figado (232). Meneguette et al. (2016) (233) néo
encontraram diferenca no gendétipo e na frequéncia alélica de rs7895833 A> G SNP
SIRT1 entre individuos adultos brasileiros com sindrome metabdlica (SM) e aqueles
sem (P = 0,24). A frequéncia menor do alelo G foi de 0,28 em individuos com SM e
0,265 em n&o-SM.

Achados na mesma dire¢do foram publicados por Liguori et al. (2014) (234),
gue analisaram cinco variantes comuns na SIRT1, incluindo rs12413112 (G> A), e
nenhum polimorfismo foi associado com obesidade mérbida em uma coorte de
individuos italianos (IMC = 46,5 + 0,23 Kg/m?). Um estudo em pacientes turcos
relatado por Kilic et al. (2014) (207) ndo encontrou associacao entre o SNP rs7895833
(A> G) e risco para doenca cardiovascular (DCV); no entanto, o alelo mutante T para
0 SNP rs2273773 (C> T) aumenta em 1,9 vezes o risco para DCV quando comparado
ao alelo tipo C selvagem. Os autores também encontraram um aumento no nivel de
SIRT1 que levou a especulacdo de que as modificagdes epigenéticas mediadas pela
SIRT1 sejam um mecanismo compensatorio para proteger as pessoas dos efeitos

nocivos das DCV. Um estudo longitudinal sobre DM2 e obesidade em indianos Pima
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nao encontrou a contribuicdo de rs7895933 no desenvolvimento de DM2. Outros
SNPs em SIRT1 avaliados neste estudo nao foram associados com IMC ou percentual

de gordura corporal (235).

Por outro lado, estudos mostraram efeitos opostos, uma vez que o alelo raro
de variantes genéticas pode ser protetor em vez de risco a obesidade grave em
populacdes néo infectadas pelo HIV, como descrito por Clark et al. (2012) (236) em
um estudo de caso-controle com individuos caucasianos obesos e ndo obesos. Os
autores descobriram que cada alelo raro de rs12413112 G>A na SIRT1 estava
associado a um menor IMC no grupo magro. Outro SNP, o alelo raro de rs12049646
T>C também foi associado com reducdo do IMC apenas em homens da Espanha,
onde portadores do alelo C tiveram uma diferenca média de 0,82 Kg/m? em relacdo
ao gendtipo TT. As analises experimentais realizadas pelos autores indicam que a
troca de nucleotideos C>T resulta em menor interacdo com fatores de transcricdo ou
proteinas nucleares e indicou que outros estudos sdo necessarios para esclarecer a
interacdo entre polimorfismos da SIRT1 e dimorfismo sexual (237). Como a SIRT1
tem efeitos pleiotrépicos que sao tecido-especificos, especula-se que a expressao
generalizada da SIRT1 possa propiciar o envelhecimento. Por esse motivo, Zillikens
et al. (2009) (238) investigaram como as variantes genéticas na SIRT1 poderiam se
comportar em relacdo ao risco de obesidade em duas grandes populagbes
independentes de idosos caucasianos holandeses. Os resultados mostraram que 0s
portadores de ambos os alelos raros para rs7895833 A>G e rs1467569 G>A
apresentaram menor IMC ao longo do tempo, o que representa uma reducéo de 9-
11% no risco de sobrepeso e 13-18% menor risco de obesidade quando comparado

aos portadores AA e GG-homozigotos, respectivamente.

Pesquisas envolvendo a influéncia de polimorfismos genéticos na SIRT1 com
LD e alteracBes metabdlicas correlacionadas em PVHIV em uso regular de TARV
ainda ndo foram analisadas. Ao que se sabe, este é o primeiro estudo a investigar
esta possivel associacdo. A acdo dos farmacos antirretrovirais sobre a expressao e

atividade da SIRT1 tampouco ja foi avaliada.



6 MONITORAMENTO TERAPEUTICO DE FARMACOS (MTF)

Apesar da eficacia dos novos farmacos ARVs e menor potencial toxico, alguns
pacientes ndo atingem a supressao viral. Por isso é importante acompanhar os niveis
de farmacos circulantes a fim de detectar pacientes em falha terapéutica e iniciar a
terapia de resgate, bem como assegurar o sucesso da TARV mantendo a resposta
virologica sustentada e restaurando o sistema imune (239). Conceitualmente, o
monitoramento terapéutico de farmacos (MTF) € uma rotina clinica de afericdo dos
niveis de farmacos em matrizes bioldgicas (plasma, geralmente) a fim de garantir que
figuem dentro da faixa ou janela terapéutica (240). O processo de MTF esta baseado
na relacdo entre a dose e a concentracdo plasmatica ou os efeitos terapéuticos. Por
isso, quanto mais afastada a concentragéo plasméatica de um farmaco estiver da faixa
terapéutica, maior sera a chance de ineficacia clinica. Ao passo que quanto mais
préxima da concentracao ideal um farmaco estiver, minimas serdo as oportunidades
de falha terapéutica (Figura 5) (241,242).

Geralmente, os argumentos a favor do MTF incluem farmacos que apresentem
correlacdo direta entre eficacia e toxicidade, variabilidade farmacocinética, estreita
faixa terapéutica e dificuldade em avaliar clinicamente efeitos terapéuticos ou toxicos.
Os ARVs preenchem a maioria destes critérios (243); sendo o primeiro bem
estabelecido para os farmacos da classe dos ITRNN e IP (244-246). Contudo, os
ITRNs ndo sdo candidatos para o MTF por serem pro-farmacos e necessitarem de
metabolizacdo intracelular antes de se tornarem metabolitos trifosforilados ativos
(247).
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Risco de toxicidade

Efeito subterapéutico
(ineficacia clinica)

Figura 5. Conceito de faixa terapéutica.
Adaptado de Kang J-S and Lee M-H. Overview of Therapeutic Drug Monitoring. The Korean
Journal of Internal Medicine, 2009. (240)

O maior objetivo do monitoramento das concentracdes plasmaticas dos ARV,
além da supresséo viral e reconstituicdo imune, €, sem davida, controlar o contato
exacerbado com os antirretrovirais, ja que as interacdes farmacocinéticas destes com
outros medicamentos tem grande impacto clinico e requerem ajuste de dose. Os
ARVs interagem com contraceptivos hormonais, antituberculinicos, antidepressivos,
anti-hipertensivos, analgésicos, antimaléricos, corticoides, estatinas e muitos outros
medicamentos (33). Dos ITRNNs e IPs, o efavirenz (EFV) e o atazanavir (ATV),
respectivamente, sdo amplamente utilizados nos esquemas ARVs (248,249). A
correlacdo entre a concentracdo plasmatica de ambos os farmacos e a eficacia clinica
ja foram comprovadas (250,251). Por isso, foi estabelecido o intervalo terapéutico do
EFV é de 1,0 — 4,0 pg/mL (meia vida longa de 52-76 horas apds uma dose e de 40-
55h apds uso continuo) (252) e do ATV é 150 — 800 pg/mL (meia vida média de 8,35
horas) (253,254). Niveis plasmaticos elevados do EFV foram associados com efeitos
severos no sistema nervoso central, como tontura, sonoléncia, sonhos vividos e
dificuldade de concentracdo, em varios grupos étnicos. Em torno de 20% a 50% dos
pacientes em uso de ATV irdo desenvolver hiperbilirrubinemia. Destes, 6% podem
sofrer ictericia (248,255) (Tozzi V 2010; Asensi V et al. 2015).

Rotineiramente, a genotipagem de resisténcia viral e o monitoramento do

tratamento sdo parte do cuidado medico em paises desenvolvidos como acgao tanto
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para oportunizar uma terapia individualizada (ajuste de dose) quanto assegurar a
aderéncia do paciente (256,257). Nao obstante, o acompanhamento dos niveis
plasmaticos dos farmacos ARVs é de particular importancia para grupos especiais
como criangas, gestantes e idosos (258—-263). Em paises de média e baixa renda esta
pratica é eventual, pois ha inumeros desafios na implementacdo do MTF, tais como a
indispensavel presenca de pessoas capacitadas para realizar a coleta do plasma,
transporte do material biolégico, necessidade de armazenamento e transporte
adequado (264). (Ainda, € requerida infraestrutura laboratorial complexa em centros

especializados, o que pode dificultar o acesso dos pacientes (265).

Em locais onde o MTF nao esta disponivel, a OMS sugere 0 acompanhamento
da terapia através do relato do paciente acerca de efeitos adversos, parametros
imunologicos (contagem de LT-CD4+) e virais (nivel RNA do HIV-1) (266). Porém, as
informacBes obtidas através desses critérios apresentam baixa sensibilidade e
especificidade em detectar real falha terapéutica, pois os pacientes nesta condi¢do sé
seréo diagnosticados quando apresentarem doencga oportunista ou imunodeficiéncia
grave, apesar da resposta virolégica adequada (264). Nesse cenario se enquadra o
Brasil que, apesar de ser referéncia mundial nas politicas publicas de atendimento,
cuidado e fornecimento gratuito da TARV ao portador de HIV, ndo possui o0 MTF
implementado na prética clinica de atencdo as PVHIV. Por isso, a utilizagdo de
metodologias préticas, acessiveis e simples é urgente como estratégia importante

para regides com recursos limitados (265,267,268).

Os parametros farmacocinéticos usados para quantificar a exposi¢cdo do
individuo a um dado farmaco sé@o apresentados como area sob a curva (AUC, do
inglés area under the curve), pico maximo de concentracdo plasmatica (Cmax, do inglés
maximun or peak plasma concentration) e de concentragdo minima (Ctough do inglés,
trough concentration). Este Ultimo representa o nivel minimo do farmaco durante um
intervalo entre duas doses (também conhecido como “periodo do vale”) e é o indicador
mais aceito para o MTF dos farmacos ARVs (256). Para que o MTF seja valido e
limitar as variagdes farmacocinéticas entre a tltima dose do medicamento e a coleta
de sangue, é fundamental atentar para o horario da coleta (preferencialmente quando

a concentracdo do farmaco estiver o mais proximo do Cirough), Via de administracéo,
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dose, tempo de tratamento e a utilizacdo de outros medicamentos concomitantemente
(260).

A determinagcdo plasmatica dos farmacos ARVs é realizada por métodos
sensiveis baseados em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high
performance liquid chromatography) com detecc¢éo ultravioleta (HPLC-UV, do inglés
high performance liquid chromatography with ultravioleta detection) e espectrometria
de massa (HPLC-MS, do inglés high performance liquid chromatography with mass
spectrometry; LC-MS/MS e LC-MS). Ao utilizar essa metodologia, cada laboratorio
precisa desenvolver e validar seus préprios ensaios. Além da auséncia de kits
comercialmente disponiveis para o MTF, a logistica para coleta de sangue,
armazenamento adequado, cumprimento de orientacdes sanitarias para o transporte
de amostras biolégicas e risco de exposicdo a patdbgenos tornam essa pratica
invasiva, laboriosa e cara, posto que requer treinamento de profissionais para
gerenciamento de riscos e processamento da amostra, inGmeros aparatos para coleta

e laboratorios bem equipados (269-271).

Com o intuito de superar esses obstaculos, outras matrizes bioldgicas foram
propostas, visando estratégias de coleta mais acessiveis e de simples
armazenamento, como o cabelo (272,273), a saliva (274,275)(Gras A et al. 2011,
Malamud D 2011) e a mancha de sangue seco em papel ou DBS (do inglés, dried
blood spot) (276).

6.1. Mancha de sangue seco em papel (DBS)

A técnica de DBS é realizada através da puncado capilar da ponta do dedo,
coleta de gotas de sangue que sdo embebidas em papel filtro e mantidas em
temperatura ambiente para secagem. Ndo ha necessidade de flebotomia,
acessibilidade ao monitoramento terapéutico em regides remotas, facilidade na coleta
(passivel de ser realizada pelo préprio paciente), armazenamento e transporte, além
de reduzir a producao de residuos biologicos (276-278). A recomendac¢édo do método
DBS para o MTF de farmacos ARVs é bem estabelecida (54,61,267,279-286). A
substituicdo do método convencional para a coleta domiciliar do DBS mostrou uma

reducdo financeira de 43% para pacientes da hemato-oncolégicos e 61% para os da
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nefrologia (287) e sua aplicacdo tem sido encorajada como opc¢ao alternativa ao
plasma em locais com infraestrutura laboratorial restrita, comumente encontrado

paises de baixa e média renda (264).

Materiais biolégicos humanos expostos ao papel absorvente e/ou com
capacidade de neutralizacao/inativacao/esterilizacdo sao consideradas amostras
isentas de risco de contaminacgio (288). E importante ressaltar que o virus do HIV-1
perde sua infecciosidade porgue seu envelope proteico é rompido em consequéncia
da secagem em temperatura ambiente, o que facilita a utilizacdo do DBS para as
rotinas de monitoramento do HIV e nos programas de seguimento em paises em
desenvolvimento (268) (Duthaler U et al 2018).

A aplicabilidade do DBS foi apresentada em 1963 por Guthrie e Susi para
triagem da fenilcetonuria em recém-nascidos (289). Desde entdo, amostras DBS tém
sido empregadas em diversas cendarios, como na fase pré-clinica inicial no
desenvolvimento de farmacos (toxicocinética) assim como na fase tardia
(farmacovigilancia, farmacocinética e MTF), abuso de substancias ilicitas, toxicologia
forense, investigacdo dos metabdlitos da cocaina e nicotina em recém-nascidos para
determinacdo da prevaléncia destes produtos durante a gestagcdo, contaminantes
ambientais (poluentes e pesticidas, por exemplo), intoxicacdo de animais e
biomonitorizacdo de metais pesados (como chumbo, arsénio, cadmio e outros) (290),

quantificacdo da carga viral de HIV-1 e teste de resisténcia genotipica (257).

O processo de coleta por DBS (Figura 6) inicia a partir da puncao digital na
extremidade do dedo médio do paciente usando-se apenas uma agulha (dispensando
0 uso de seringas). A gota de sangue do dedo é, entdo, transferida diretamente para
o papel filtro especial. Em seguida, € necessario deixar a amostra secar em
temperatura ambiente, para estabilizacdo dos analitos, e isso elimina a necessidade
de refrigeracao (280). Uma vez seco, o papel filtro especial com a amostra podera ser
enviado ao laboratorio por meio do servico postal convencional, o que facilita o
transporte, visto que o sangue seco ndo é considerado uma amostra com risco
bioldgico (267,277). Recomenda-se manter em temperatura ambiente por, no maximo,

duas semanas até o envio para o laboratorio de analise. Caso seja necessario maior
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tempo de armazenamento, as amostras devem ser mantidas a < 20°C em sacos do

tipo ziplock com desumidificador a base de silica (264).

Figura 6. Passo a passo coleta de sangue pela técnica DBS.

No entanto, as concentracdes de farmacos na mancha de sangue seco ndo sao
iguais aos niveis plasméticos, pois 0 sangue capilar obtido da puncéo digital € uma
mistura de sangue venoso, liquido intersticial e intracelular, o que pode explicar o0s
valores diferentes dos obtidos por flebotomia. Portanto, é fundamental estabelecer
uma concordancia entre os dois métodos a fim de viabilizar o emprego do DBS na
pratica clinica (291). Para tal, leva-se em consideracdo dois principais fatores:
primeiro, o hematdcrito (Hct): representa a porcentagem de glébulos vermelhos no
sangue e interfere no “espalhamento” da gota de sangue no papel filtro em diferentes
formas como a viscosidade, homogeneidade, tempo de secagem e recuperacéo de
analitos e segundo, a fracao do analito ligada as proteinas plasmaticas (fbpp, do inglés
fraction of analyte bound to plasma proteins), que é variavel dentro do mesmo valor
de Hct e influencia na concentracao de farmaco obtida a partir do DBS (277,292-294).

As concentra¢gdes dos farmacos entre plasma versus DBS sdo avaliadas por regressdo linear
(correlagdo). Contudo, ndo basta os dois métodos apresentarem uma 6tima correlagdo, é preciso que

eles concordem entre si. Para tal, utiliza-se o grafico de Bland-Altman (295). Adicionalmente, as
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concentragdes O tratamento inicial de adultos com HIV no Brasil emprega a utilizacao
de trés farmacos ARVs de classes diferentes. Essa combinacdo aumenta a eficacia
terapéutica e diminui o risco de resisténcia farmacoldgica. Até 2016, o esquema
terapéutico inicial empregava dois ITRNs (geralmente zidovudina/lamivudina -
AZT/3TC) associados a um ITRNN (efavirenz, EFV) ou, alternativamente, um IP
(atazanavir — ATV ou lopinavir — LPV); este ultimo geralmente potencializado com
ritonavir (RTV; r). Contudo, no final do ano de 2016, uma nova orientacdo do Ministério
da Saude foi divulgada, apresentando as recomendacdes de substituicdo (switch) dos
regimes antirretrovirais contendo a classe dos ITRNN ou IP/r pelo INI dolutegravir
(DTG) e o IP darunavir (DRV) para os tratamentos iniciados a partir de 2017 em PVHIV
acima de 12 anos de idade. O DTG apresenta taxas superiores de supressao viral e
menor chance de descontinuacdo da TARV devido aos efeitos adversos quando
comparados aos farmacos de outras classes. Em relagdo ao DRV, combinado ao
ritonavir (DRV/r), apresenta maior barreira genética ao desenvolvimento de resisténcia
viral, menor taxa de efeitos adversos e maior tolerabilidade ao ser comparado com

outros IPs. O DRV esta indicado nos esquemas apos falha terapéutica (65).

Em meados de 2017, o Ministério da Saude recomendou a troca do
medicamento Kaletra® (lopinavir/ritonavir — LPV/r) para o farmaco atazanavir/ritonavir
(ATV/r) em todas as PVHIV acima de 12 anos. Este aconselhamento baseou-se em
publicacdes internacionais que excluiram o Kaletra® dos protocolos terapéuticos em
pessoas com HIV devido a sua toxicidade, posologia complexa (dois comprimidos,
duas vezes ao dia), baixa barreira genética e efeitos adversos relacionados

(intolerancia gastrointestinal e prejuizo no metabolismo glicolipidico) (66).

Desta forma, a regra de esquema terapéutico preferencial atualmente utilizada
para adultos vivendo com HIV, em inicio de tratamento € a combinacdo de dois
farmacos da classe dos ITRNV/ITRN (tenofovir/lamivudina, TDF/3TC) combinados a
um segundo farmaco da classe do INI (dolutegravir, DTG). Casos de intolerancia,
contraindicacgodes, coinfeccdo com tuberculose, gestantes ou mulheres com intencao
de engravidar devem seguir o aconselhamento de TARV alternativa disponibilizada
pelo Ministério da Saude (32,57).
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Apesar da eficacia da TARV em suprimir a carga viral a niveis indetectaveis,
esta ndo é capaz de eliminar o HIV-1 do corpo humano. Essa dificuldade de
erradicacado deve-se a laténcia viral, isto €, as células do hospedeiro atuam como
reservatorios persistentes do HIV na sua forma de provirus, ou seja, integrado no
DNA, mas sem atividade replicativa, na qual ficam ocultas do sistema imunoldgico. Os
tratamentos farmacoldgicos, por sua vez, ndo conseguem atuar nessa situacao de

laténcia, apenas nos virus ativos (em replicacdo) (67)

Outra abordagem terapéutica, conhecida como “shock and kill” (atacar e matar),
€ uma tentativa para erradicacdo do virus HIV que se encontra inativo dentro das
células hospedeiras em individuos em TARV. O objetivo é reativar (“atacar’) o DNA
proviral latente nos reservatorios celulares mediante o uso de agentes especificos que
irdo promover a replicacao viral (fase “shock”), expressao proteica e producao de
virions. Desta forma, essas células ficam susceptiveis ao reconhecimento pelo
sistema imunolégico, que eliminaria (“kill’) as células infectadas por eventos
citopaticos ou pelo préprio virus. Ademais, 0s regimes terapéuticos vigentes

funcionariam como protecao a infeccdo em células nao infectadas (68,69).

Mesmo diante dos beneficios da TARV, a resisténcia aos farmacos ARVs
proveniente da elevada taxa de mutacdo do HIV (aumento na variagdo genética)
representa um desafio na préatica clinica medicamentosa e um obstaculo para o
desenvolvimento de vacinas (64,70). Além disso, a eficacia da TARV € deprimida pelo
comprometimento de adeséo por toda a vida, o acumulo de toxicidade, interacdo com
outros farmacos em uso e a ocorréncia de efeitos adversos agudos e cronicos. Estes
ualtimos, especialmente, resultam no aumento do risco de varios distirbios metabdlicos

e doenca cardiovascular, mesmo quando a carga viral esta suprimida (71).

4.1. Efeitos adversos da TARV

Na ultima década, a introducédo de medicamentos de alta poténcia e barreira
genética, dose Unica diaria (coformulacdes) e eventos adversos esporadicos,
oportunizaram opcdes de tratamento mais toleraveis e convenientes para as PVHIV.

Apesar de eventuais, os efeitos adversos relacionados a TARV acumulam-se com o



74

prolongamento da expectativa de vida das PVHIV, favorecendo o aparecimento de
doencas cronicas relacionadas ao envelhecimento (71) que impactam diretamente na
qualidade de vida e aderéncia ao tratamento antirretroviral (72). Sabe-se que a
prevaléncia de fatores de risco para doencas cardiovasculares (DCV) e o risco para
DVC é maior em PVHIV quando comparado aos individuos sem HIV. Os farmacos
ARV podem induzir mudancas metabdlicas e agir em nivel molecular, alterando a
atuacao de fatores de transcricdo na expressao de genes chave do metabolismo
glicidico e lipidico, induzindo dislipidemia, resisténcia a insulina (RI) e diabetes mellitus
(DM) (73) além dos efeitos nos adipocitos (quantificacdo, distribuicdo e
armazenamento) que promovam redistribuicdo da gordura corporal — conhecida como
sindrome da lipodistrofia (LD) (74,75).

A sindrome da LD se apresenta clinicamente em trés condi¢cfes, de acordo com
a disposicao da gordura corporal: a lipoatrofia (LA) € resultado da perda de gordura
subcutanea, principalmente na face, nadegas e membros periféricos, com
proeminéncia de veias superficiais. A lipohipertrofia (LH) esta relacionada ao acumulo
de gordura subcutanea e visceral, especialmente no abdémen, regido dorsocervical
(“buffalo hump” ou giba) e mamas. Nas mulheres, o aumento do volume das mamas,
geralmente, ndo possui associacdo com hipertrofia glandular, apenas acumulo
excessivo de tecido adiposo. Nos homens, pode ser observada ginecomastia. E
possivel, ainda, que alguns pacientes apresentem ambos os fendétipos

correlacionados, conhecido como lipodistrofia mista (76,77).

Com relacdo a LA associada ao HIV, é importante mencionar ndo ha perda de
massa magra. Em pacientes com LA periférica, a perda de tecido adiposo subcutaneo
(TAS) acentua a musculatura e as veias ficam mais proeminentes. No caso da LA no
tronco, esse padrao nao € tao nitido e pode se tornar ainda menos perceptivel guando
h&, concomitantemente, deposi¢cdo de gordura visceral na regiao abdominal (padrédo
misto) (78). Acerca da LH, discussbes permanecem se o ganho de gordura nas PVHIV
ap6s comecar a TARV é um estado patolégico ou uma consequéncia do “fendmeno
de regresso a saude” (do inglés, The return to health phenomenon), especialmente
naqueles individuos com menor contagem de LT-CD4+ e indice de massa corporal
(IMC) no inicio do tratamento (76,79,80).
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A vista disso, 0 manejo da LD n&o se concentra apenas sob o aspecto estético,
mas é extensivo as complicacdes metabdlicas que frequentemente acompanham
seus subtipos. Somados, estes dois fatores elevam o risco de desenvolvimento de
doencas do coracgao, piorando a qualidade e exceptiva de vida das PVHIV (81). Na
LH, é comum a presenca de dislipidemia e hipertrigliceridemia, diminuicdo dos niveis
de colesterol de alta de densidade (HDL-c, do inglés High Density Lipoprotein
cholesterol), reducdo da sensibilidade a insulina e diabetes mellitus (82). Essas
modificacdes sdo semelhantes aquelas encontradas em individuos HIV-negativo com
sindrome metabdlica (SM). Acredita-se que as PVHIV tenham os fatores de risco a
SM piorados em decorréncia da infeccdo em si, TARV e inflamacéo persistente (83).
Na ocorréncia de LA, observa-se a perturbacdo de outros parametros bioquimicos,
tais como o aumento de citocinas inflamatérias (como a interleucina 6, IL-6), altos
niveis de triglicerideos circulantes e acidos graxos livres que, por sua vez, séo

armazenados no tecido adiposo visceral e no figado (84).

O primeiro caso relatado de LD foi publicado por Andrew Carr & David A Cooper
em 1998, aproximadamente trés anos apos a implementacéo da classe dos inibidores
de protease (IP) no regime terapéutico contra o HIV. Entre 3 e 6 apds a inclusao do
indinavir (IDV) no esquema farmacolégico contendo zidovudina (AZT) e lamivudina
(3TC), observou-se, em um homem de 53 anos de idade, perda de gordura na face,
bracos, nddegas e pernas, com proeminéncia das veias. Conjuntamente, ocorreu
acumulo de gordura central e hipertrofia dorsocervical (“buffalo hump” ou giba) (Figura
3). Todavia, a forca e massa muscular ndo sofreram prejuizos. Tais alteracdes
anatdbmicas progrediram durante os 19 meses de uso do IDV, até que o paciente
relatou seu desejo de descontinuar o referido esquema farmacolégico (85).
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Figura 3. Manifestacéo lipoatrofia facial em conjunto com acumulo de gordura

abdominal e dorsocervical (buffalo hump” ou giba).
Fonte: Carr A and Cooper DA. Lipodystrophy Associated with an HIV-Protease Inhibitor. The
New England Journal of Medicine, 1998. (85)

Ainda no ano de 1998, Carr et al. (1998), postularam o mecanismo de acdo do
dos inibidores de protease no desencadeamento da LD periférica, obesidade central,
hipertrofia mamaria e sua associacdo com hiperlipidemia e resisténcia a insulina.
Segundo os autores, a regido catalitica da enzima protease do HIV-1, aonde os
inibidores de protease se ligam, possui 58% de homologia a regides da proteina de
ligacdo ao acido retindico citoplasmatico do tipo 1 (CRABP-1, do inglés cytoplasmic
retinoic-acid binding protein type 1) e 63% da proteina relacionada com o receptor da
lipoproteina de baixa densidade (LRP, do inglés low density lipoprotein-receptor-
related protein), duas importantes proteinas reguladores do metabolismo lipidico
(Figura 4) (86).

AEALLCNGQDDC LRP: aa 2919-2930
KEALLDTGADDT HIV-1 protease: aa 19-30

DELILTFGADDV CRABP-1; aa 116-127

Figura 4. Comparacao sequéncia de aminoécidos do sitio catalitico da enzima
da protease do HIV-1 com o receptor de lipoproteina de baixa densidade (LRP)

e proteina de ligacao ao acido retindico citoplasmatico do tipo 1 (CRABP-1).
Fonte: Carr A et al. Pathogenesis of HIV-1-protease inhibitor-associated peripheral lipodystrophy,
hyperlipidaemia, and insulin resistance. Lancet, 1998. (86)

A proteina CRABP-1 “apresenta” o acido retinoico (AR) a citocromo P450 3A
(CYP3A) que o converte em acido cis-9-retinoico (cis-9-AR). Este ultimo, por sua vez,
€ 0 Unico ligante para o receptor do retinoide X (RXR, do inglés, retinoide X receptor)
qgue, nos adipdcitos, forma um heterodimero com o receptor ativado por proliferador
de peroxissomas gama (PPARG, do inglés peroxisome proliferator-activated receptor
gamma), fator de transcricdo chave da diferenciacéo de adipocitos e adipogénese. A
formacao do heterodimero RXR:PPARG inibe a apoptose dos adipdcitos e favorece a
expressao preferencial do PPARG periférico em relagédo ao central. A hipotese é que
o inibidor de protease, ao se ligar na regido homologa dentro da proteina CRABP-1, e
nao no sitio catalitico da enzima protease do HIV, bloqueia a ligacdo do AR.
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Consequentemente, menores quantidades de cis-9-AR sao produzidas. Isso diminui
a atividade do RXR, reduzindo a formacao de heterodimeros RXR:PPARG, limitando

a adipogénese ao passo que favorece a apoptose de adipdcitos periféricos (86).

O LRP é um receptor hepatico que age na liberacdo de quilomicrons poés-
prandial e forma um complexo com a lipoproteina lipase (LPL, do inglés lipoprotein
lipase). Uma vez constituido, o complexo LPL-LRP “quebra” os acidos graxos a partir
dos triglicerideos circulantes, possibilitando que estes acidos graxos livres sejam
armazenados nos adipoécitos. Quando o inibidor de protease se liga ao LRP, ndo ha
formacao do complexo LPL-LRP, o que bloqueia a captacao hepatica de quilomicrons.
A hiperlipidemia resultante favorece a obesidade central e resisténcia a insulina, mas
nao a lipoatrofia periférica. Na presenca do horménio estrogénio, os lipidios séo
abrigados nas mamas. Por isso as mulheres comumente apresentam aumento do

tecido adiposo mamario (86).

Ademais, esquemas terapéuticos contendo ITRN analogos de timidina,
nomeadamente a estavudina (d4T) e zidovudina (AZT), séo inibidores da polimerase-
y do DNA mitocondrial (mtDNA) — enzima fundamental na oxidagéo de acidos graxos.
Quando isso ocorre, a diferenciacdo dos adipdcitos € alterada, levando ao
desenvolvimento LA e ao aumento dos acidos graxos livres, resultando em
dislipidemia e resisténcia a insulina de forma indireta. Isto posto, a substituicdo da
estavudina (d4T) e zidovudina (AZT) pelo tenofovir (TDF) demonstrou menor impacto
deletério no perfil lipidico e ocorréncia LA; apesar da sua nefrotoxicidade (87,88). Ja
os ITRNN, embora apresentem impacto positivo no metabolismo lipidico (aumento
HDL e reducdo TG), foram associados com dislipidemia e resisténcia a insulina. O

efavirenz (EFV) parece ser o mais prejudicial (88).

O mais recente farmaco utilizado como esquema preferencial de inicio de
tratamento antirretroviral, o dolutegravir (DTG), da classe dos inibidores da integrase
(INI), acomete de forma infima parametros do perfil lipidico (colesterol total, LDL e
triglicerideos) quando comparado com EFV ou DRV/r (89). Contudo, é possivel que o
uso do DTG predisponha ao ganho de peso (90,91) e obesidade (92) enquanto que
modificagdes na distribuicdo da gordura corporal tem sido relacionado ao uso do RAL,

outro farmaco dos INI (93), apesar do minimo efeito na adipogénese (94,95). Apesar
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dos dados escassos, ndo é recomendada a utilizacdo de esquemas terapéuticos
contendo DTG para mulheres em idade fértil que desejam engravidar ou nao utilizem
métodos contraceptivos eficazes. Tal preocupacao veio a tona a partir da publicagdo
de um estudo observacional em Botsuana (Africa) (96), que constatou 4 casos de
defeitos no tubo neural em 426 mulheres que engravidaram enquanto tomavam o
DTG. Diante disso, a Organizacdo Mundial da Saude manifestou-se através de uma
declaracéo quanto a insuficiéncia de dados que atestem a seguranca de uso do DTG
em mulheres vivendo com HIV durante a gestagcdo ou amamentagcdo (97). Tal

recomendacéao logo foi acatada pelo Ministério da Saude brasileiro (98).

Cerca de metade dos pacientes expostos a TARV irdo desenvolver alteracbes
na composicao corporal. Os sinais fisicos aparecem em torno de 10 meses apds o
inicio do tratamento, aumentando, progressivamente, entre 18 e 24 meses (75).
Usualmente, estabiliza-se por 2 anos (99). A prevaléncia € amplamente variavel em
razdo da inexisténcia de consenso metodoldgico para o diagnéstico e caréncia de
pontos de corte especificos para LD-associada ao HIV (100). Estima-se uma faixa de
10 a 80% entre todas as PVHIV no mundo. A LA apresenta um intervalo de prevaléncia
de 13% a 67%, enquanto que a LH varia entre 6% e 93%. Individuos que manifestam
ambos os fenétipos juntos (lipodistrofia mista) exibem estreita faixa de prevaléncia:
20% a 29%. Fatores de susceptibilidade como maior idade, estilo de vida
(sedentarismo), sexo (feminino), etnia e caracteristicas genéticas do individuo
contribuem para o risco de desenvolvimento da LD (99). Geralmente, as mulheres séo
mais afetadas pela LH, enquanto os homens pela LA (100).

Em pessoas HIV-negativo, ja foi estabelecido que o processo de
envelhecimento esta associado com desordens do tecido adiposo que se manifestam
pela perda de TAS e massa magra ao mesmo tempo que ocorre acumulo de gordura
abdominal. Nos individuos infectados pelo HIV, a alteracéo seletiva de gordura em
diversas partes do corpo esta associada a dois principais fatores: o primeiro, aos
efeitos deletérios da infeccdo por si sO que causa um estado de envelhecimento
precoce ao manter de forma permanente a ativacéo de citocinas inflamatorios e induzir
o aumento do estresse oxidativo; e, segundo, a TARV, que ao proporcionar o
prolongamento de vida dos pacientes, contribuiu para o aparecimento de doencas

cronicas associadas ao aumento da idade e, ainda, a exposi¢cao continua a diferentes
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ARVs que perturbam o metabolismo e a distribuicdo do tecido adiposo nas PVHIV
(101).

A prética regular de atividade fisica € a principal recomenda¢cdo mundial para
minimizar o risco de mortalidade por doencas crénicas ndo transmissiveis, como
doenca coronariana, hipertensdo arterial, DM2, SM, alguns tipos de cancer e
depressao (102) (WHO, 2010). Este aconselhamento, salvo restricdes, também é
encorajado as PVHIV como importante estratégia sobre o perfil lipidico, capacidade
cardiorrespiratéria e tdnus muscular, melhora do sistema imunoldgico,
prevencaol/intervencao frente as complicacbes da LD e dislipidemia, controlando o
peso e, consequentemente, a composicao corporal. Esta Ultima, por sua vez, impacta
diretamente na autoestima, auxiliando no controle de transtornos psiquiatricos como

ansiedade e depressao (101,103).

O dimorfismo sexual esta bem estabelecido quanto a sua participacao na forma
de distribuicdo e fisiologia do tecido adiposo, uma vez que 0s hormonios sexuais
comandam como as calorias ingeridas serdo empregadas. Os homens, sob influéncia
da testosterona, tendem a acumular gordura visceral nas regides centrais e superiores
do corpo (abddmen e térax), conhecido como androide (formato maca). O excesso de
gordura visceral estd associado com aumento no risco de DCV. As mulheres, em
contrapartida, sdo mais propensas ao ganho de gordura subcutdnea até a
menopausa, pois o estrogeno, hormdnio predominante no sexo feminino, ativa seus
receptores nos adipocitos favorecendo o acumulo de lipidios. As areas inferiores
preferenciais sdo as nadegas, coxas e quadris, habitualmente chamado de ginoide
(formato péra) (104). O aumento da circunferéncia do quadril é fortemente e
inversamente associado ao risco de doencas do coracdo. Contudo, o inicio da
menopausa e declinios nos niveis do estrogénio, o acimulo de gordura visceral passa
a ser favorecido e o risco de disturbios metabdlicos atinge indices semelhantes aos

encontrados nos homens (104,105).

Esse padrao de acumulo de gordura em sitios especificos do corpo é mantido
nas PVHIV, dado o maior risco para o acumulo, ao invés da perda, de gordura
subcutédnea observado nas mulheres do que nos homens em TARV. Isso foi

comprovado através de um grande estudo transversal (2258 pacientes do sul da



80

Europa) onde as mulheres apresentam maior risco de desenvolvimento de lipodistrofia
(LD) apesar do esquema terapéutico ser composto de ARVs significativamente mais
vantajosos e do estagio inferior do HIV quando comparado aos homens. Ainda,
guando os subtipos de LD foram analisados separadamente, a LA foi a alteragéao
corporal mais frequente em homens e a menos frequente em mulheres, que
apresentaram maior frequéncia de LH e padrdo misto (106). Resultados na mesma
direcéo foram constatados em homens infectados pelo HIV (107). Todavia, achados
controversos foram observados em mulheres infectadas pelo HIV (108); ambos
decorrente do estudo de Redistribuicdo de Gordura e Mudanca Metabdlica na
Infeccao pelo HIV (FRAM, do inglés Fat Redistribution And Metabolic change in HIV
infection) (82).

Essa predisposicdo do sexo feminino também foi confirmada no estudo de
Gasparotto et al. (2012) (109) em uma amostra de 614 pacientes brasileiros vivendo
com HIV em TARYV por, pelo menos, doze meses. Ao comparar as frequéncias dos
subtipos de LD, o fendétipo de LA foi mais prevalente nos homens (52,6%), enquanto
que a LH teve maior prevaléncia nas mulheres (35,6%). Os autores também
observaram maior prevaléncia de sindrome metabdlica nas pacientes do sexo
feminino quando comparado ao sexo masculino usando tanto os critérios da
Federacdo Internacional de Diabetes (IDF, do inglés Internacional Diabetes
Federation) (37,4% x 27,6%) e do Programa Nacional de Educacé&o sobre Colesterol
dos Estados Unidos (NCEP, do inglés National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel Ill) (23,4% x 16,1%).

Diferencas na frequéncia da LD e seus subtipos também sdo encontradas entre
grupos étnicos. A LD é mais prevalente em individuos de raca branca (Euro-
descendentes) em comparacdo aos nao-brancos (Afro-descendentes), mesmo
quando expostos a idénticos esquemas terapéuticos e compartilhando caracteristicas
ambientais (110). Quando se avalia os diferentes fenétipos da LD, observa-se que os
individuos brancos apresentam maior prevaléncia de LH e padrdo misto, enquanto

qgue a LA é predominante em nao-brancos (106).

A populacdo brasileira é caracteristicamente diversa e miscigenada,

apresentando elevados niveis de diversidade gendmica como resultado de trés
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principais raizes de ancestralidade: Amerindios, Europeus e Africanos (111). Essa
miscigenacao dentro e entre as regides geograficas do pais interfere no delineamento
e interpretacdo de pesquisas com seres humanos, principalmente em investigagdes
de genética médica, farmacogenética e variantes de susceptibilidade a doencas
complexas. Por isso, a generalizacdo dos dados para grupos mais homogéneos deve
ser a razdo para as discrepancias observadas nas taxas de prevaléncia da LD e seus

subtipos entre diferentes estudos populacionais (112).

Esta complexidade aparentemente desvantajosa, cria, na verdade, uma
oportunidade Unica no Brasil para pesquisas cientificas, pois € uma amostra valiosa
para analise de frequéncias alélicas e predisposicdo a doencas. Além disso, a
populacdo brasileira representa um significativo grupo de individuos acometidos pelo
HIV tratados de forma homogénea gracas ao programa instituido pelo Ministério da
Saude no pais de distribuicdo gratuita e universal de medicamentos ARVs desde
1996. Esta politica publica de atencdo ao paciente e tratamento para o HIV em
diversos centros de referéncia espalhados pelo Brasil € um exemplo reconhecido no
mundo todo e possibilita o0 recrutamento expressivo pacientes para pesquisas
envolvendo a infeccdo pelo HIV. Destaca-se dentro deste conjunto de individuos, o
namero relevante de participantes do sexo feminino e individuos de ancestralidade

africana, frequentemente excluidos ou sub-representados em estudos clinicos.

Aditivo aos fatores de risco supracitados, ha inimeras evidéncias da
contribuicdo da variabilidade genética individual na regulacdo do balanco energético
bem como na susceptibilidade ao desenvolvimento da LD. Logo, a literatura cientifica
tem demonstrado a participacdo de polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs, do
inglés single nucleotide polymorphism) na violacdo da homeostase energética,
repressdo ou inducdo da adipogénese, metabolismo lipidico e arranjo do tecido
adiposo (87,113,114). Sendo assim, o reconhecimento de aspectos geneéticos
individuais € crucial na busca do equilibrio entre o uso continuo de farmacos mais
potentes e o risco de eventos colaterais metabdlicos, sobretudo nos niveis de lipidios,

diferenciacéo de adipécitos e metabolismo de farmacos (115,116).

O diagnastico da LD baseia-se em diversas ferramentas, como o auto-relato do

paciente de mudancas na distribuicdo de gordura corporal, observacdo médica,
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exame fisico, medidas antropométricas (altura, peso, indice de massa corporal — IMC,
dobras cutaneas, circunferéncia da cintura — CC e do quadril — CQ, razdo CC/CQ),
andlise de impedancia bioelétrica (BIA, do inglés bioelectrical impedance analysis) e
avaliacdo por imagem, como absorciometria de raios-x de dupla energia (DEXA, do
inglés dual emission X-ray absorptiometry), tomografia computadorizada ou
ressonancia magnética para confirmacdo de mudancas na distribuicdo da gordura
corporal. Contudo, ndo ha método padréo-ouro para determinar a presenca de LD e
seus subtipos (99,117).

Os exames de imagem compreendem técnicas avancadas e sofisticadas para
avaliagdo da LD. Contudo, sdo onerosos, de acesso limitado em paises em
desenvolvimento e requerem interpretacdo especializada. Por isso, representam um
desafio para serem utilizados na pratica clinica e, também, em estudos
epidemioldgicos. Desta forma, o diagndstico da LD é rotineiramente detectado pelo
relato do proprio paciente, pelo olhar apurado do mesmo médico durante as consultas
de acompanhamento e medidas antropométricas, que sao métodos de baixo custo,
nao-invasivos e de facil execucao (117). Contudo, alguns casos, a concordancia entre
os sinais autorreferidos e as medidas antropométricas aferidas € inexistente,

conferindo, assim, certo grau de subjetividade no diagndstico e prevaléncia (100).

Frente a esta situacdo, Santos et al. (2018) (118) desenvolveram modelos
antropometricos objetivos, econdmicos e acessiveis de predi¢cao para o diagndstico e
monitoramento da LD em homens e mulheres brasileiros vivendo com HIV. Os
resultados mostraram que o melhor modelo preditivo para os homens incluiu as
seguintes variaveis antropométricas: razdo entre a espessura da dobra cutanea
subescapular e média, dobra cutdnea da coxa e circunferéncia da cintura. Adicionado
a estes fatores, a educacéo, o tempo de diagnostico do HIV e o esquema de ARVs
sdo elementos sociais e fisioldégicos pertinentes para determinar as para modificacdes
na distribuicdo da gordura corporal. Ja nas mulheres, as dobras cutaneas da coxa e
subescapular e a circunferéncia das mamas, foi o modelo mais significativo. Os
autores relataram que esse modelo estd de acordo com achados prévios onde
individuos do sexo feminino com HIV tiveram aumento no acumulo de gordura no
tronco juntamente com reducao do tecido adiposo nas pernas. Além das variaveis

antropométricas, o tempo de exposicdo a TARV e a etnia também contribuiram para
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o desenvolvimento de LD. O tempo de diagnostico e o periodo de exposi¢do aos ARVs
foram as variaveis mais significativas, reforcando os efeitos do virus na perturbacéo
da homeostase metabdlica e no padrao na disposi¢cao do tecido adiposo no corpo e
dos farmacos na severidade da LD.

Os sinais e sintomas revelados pelas PVHIV acometidas pela LD séo
complexos e requerem olhar apurado na rotina de atendimento ao paciente. O
estigma e a consequente discriminacdo provocados pela LD, impactam
negativamente a vida das PVHIV. A LA, sobretudo, destaca-se entre os trés subtipos
por imprimir um aspecto de envelhecimento precoce e imprimindo a indelicada
expressdo “cara de Aids”’. Essa situagcdo pode trazer a tona a condicdo de
soropositividade, afetando diretamente a autoestima das PVHIV, isolamento social,
baixa adesao farmacoldgica ou até mesmo o abandono da TARV; o que provoca falha

terapéutica e produz cepas virais resistentes (78,119).

O reconhecimento da LD leva a reavaliacdo do regime farmacolégico que,
muitas vezes, modifica 0 esquema terapéutico (switch). Essa abordagem é uma forma
de administracdo da LD cujo fim € reprimir o desejo de abandono da TARV, assim
como evitar a exposicdo permanente do paciente com HIV ao medicamento
desencadeador das alteracdes na forma do corpo. Basicamente, as intervencdes
destinadas aos pacientes com LA sao a restricdo de uso aos ITRN analogos de
timidina, cirurgia plastica e preenchimento facial. Na ocorréncia de LH, indica-se um

plano alimentar hipocaldrico e prética de exercicio fisico (81,84).

Diante desde cenario, o Ministério da Saude implementou junto ao SUS as
cirurgias reparadoras para LD (120) e preenchimento facial com polimetilmetacrilato
(PMMA) ou tecido gorduroso (121). As intervencdes operatérias incluem lipoaspiracao
de giba, regido submandibular, parede abdominal e dorso, redu¢cdo mamadria,
tratamento da ginecomastia, lipoenxertia de gluteo (120). Isso destacou o Brasil, mais
uma vez, no atendimento as PVHIV sendo o primeiro pais a conceder gratuitamente

operacoes cirurgicas reparados para PVHIV com LD (32).

Embora o termo ’lipodistrofia” seja utilizado para se referir a qualquer desordem

metabdlica e disturbio na distribuicdo de gordura corporal, cada subtipo de LD (LA, LH
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e misto) deve ser considerado como entidades Unicas de etiologia complexa e carater
multifatorial (74). Inserido neste conjunto de elementos causais, as caracteristicas
genéticas individuais possuem papel chave na susceptibilidade ao aparecimento de
anormalidades metabdlicas em PVHIV, ja que nem todos os pacientes em uso regular

da TARV sofrem alteracées no armazenamento lipidico (122).



5 GENES CANDIDATOS

Além da func&o priméria de estocar energia como triacilglicerol e liberar &cidos
graxos livres durante periodos de jejum, o tecido adiposo também possui atribuicbes
enddcrinas, imunoldgicas e regulatéria da homeostase da glicose e dos lipidios.
Fundamental para o desempenho destas atividades, esta na diferenciacdo de pré-
adipdcitos em adipdcitos maduros que, em resposta a sinais externos, armazena
lipidios e secreta diversas adipocinas (123,124). Na presenca de calorias excedentes
sem liberacdo de energia, o tecido adiposo se expande e a obesidade se estabelece
(125).

Quando isso ocorre, o tecido adiposo passa a acumular células imunes que irdo
subsidiar o estado de inflamacao crénica de baixo grau (sub-clinica) e desbalanco
metabdlico. Os macrofagos séo o tipo de leucocitos que predominam o tecido adiposo
nessa condicao patolégica e sdo 0s responsaveis por estas caracteristicas intrinsecas
da obesidade que, por sua vez, precedem a ocorréncia de resisténcia a insulina (RI).
A RI é o fator chave para o desencadeamento de comorbidades associadas a
obesidade, como DM e SM, dado o enfraquecimento da resposta normal a insulina,
reducdo da glicose disponivel e comprometimento na supressdo da lipdlise. A
quantidade de LT-CD4+ também aumenta, em especial a razdo LT-CD8+/LT-CD4+
que sao fundamentais para o recrutamento de macréfagos através da producéo de
interferon gama (IFN-y) (126). Esse cenario é potencializado nas PVHIV em razéo da
deterioracdo de LT-CD4+ juntamente com a pronunciada ativacéo e proliferacdo de
LT-CD8+ (127). Por isso, individuos infectados pelo HIV estdo em maior risco de
obesidade e doencgas associadas (74).

Os efeitos do HIV no tecido adiposo sao investigados desde a sua identificacao
nos anos 1980 e foram, inicialmente, utilizados como marcadores de progresséao da
infeccdo a Aids. Ja foi estabelecido que a infeccdo pelo HIV acarreta num estado
generalizado de ativacdo imune e inflamacdo persistente em consequéncia da
producdo exacerbada de citocinas pelos LT-CD4+ infectados que estéo latentes no
tecido adiposo. Esta intensificacédo local de citocinas ativa as células em repouso e

desperta o virus HIV, que aumenta ainda mais a producdo de mediadores pro-
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inflamatorios nos adipocitos. Nao obstante a supressado da viremia plasmatica nos
individuos sob TARV, as proteinas virais permanecem atuando in loco no tecido
adiposo aonde prejudicam a maturacdo de pré-adipdcitos além de reprimir a
expressao de genes envolvidos na regulacao da adipogénese (74).

Parte destas desordens metabdlicas e distribuicdo irregular de gordura no
corpo também sofrem influéncia do nosso material genético. A maturacdo dos
adipdcitos, assim como a sintese de &cidos graxos e triglicerideos é comandada por
diversos genes que, por sua vez, sao finamente orquestrados por fatores de
transcricdo. Variantes genéticas (SNPs) nos principais reguladores transcricionais da
adipogénese e lipogénese podem alterar a cascata de eventos destes processos,
reprimindo ou intensificando a expressao génica e, portanto, cooperando para o

desenvolvimento da LD (122).

Evidéncias genéticas e moleculares ajudaram a encaixar algumas pecas do
quebra-cabecas oculto a LD. Contudo, muitos enigmas ainda precisam ser
desvendados para explicar a sequéncia de eventos para o desenvolvimento de LD,
visto a complexa interacdo do HIV per se, TARV, inflamacéo e variacdo genética do
hospedeiro (79,122,128). Entre diversos genes envolvidos na diferenciacdo dos
adipdcitos e metabolismo lipidico, sao de especial interesse o fator de necrose tumoral
(TNF, do inglés tumor necrosis factor), o receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma gama (PPARG, do inglés peroxisome proliferator activated receptor
gamma), o fator de transcricdo de ligacdo ao elemento regulatério de esterol 1
(SREBF1, do inglés sterol regulatory element binding transcription factor 1), o gene
associado a obesidade e massa gorda (FTO, do inglés fat mass-and obesity-

associated gene) e a sirtuina 1 (SIRTL1).

5.6. Fator de necrose tumoral (TNF)

O fator de necrose tumoral-a (TNF-a, codificado pelo gene TNF, 6p21.33) é
expresso no tecido adiposo branco (TAB) e secretado por macrofagos e LT-CD8+ ali
infiltrados (129,130). Os niveis desta adipocina pro-inflamatéria s&o correlacionados
com adiposidade e resisténcia a insulina, possivelmente porque ativa as proteinas

Ser/Thr quinase cujo dano na sinalizacdo da insulina e recrutamento de efetores



87

downstream ja foram relatados (115). O TNF-a suprime a lipogénese por meio da
ativacdo da lipoproteina lipase (131) e induz apoptose de pré-adipécitos periféricos
(132), além de modular a atividade do gene coativador do receptor ativado por
proliferador de peroxissoma gama (PPARG) através da ligacdo aos receptores de
superficie dos adipdcitos. Essa interacdo aumenta a inflamacéo do tecido adiposo e
suporta a liberacdo de outros mediadores pro-inflamatorios (74). A presenca de niveis
circulantes elevados do TNF-a ja foram associados com desordens do tecido adiposo
como a obesidade e lipodistrofia na populagdo em geral (133).

Nos individuos HIV-positivos, a homeostase do TNF-a €& drasticamente
modificada, elevando as concentracdes circulantes antes do inicio do tratamento
antirretroviral e caindo acentuadamente pés-TARV. Todavia, apesar da eficacia do
tratamento antirretroviral, o sistema de ativagéo e parametros do TNF-a ndo atingem
a normalidade (134). Na tentativa de avaliar essa relagdo, Domingo et al. (2005) (135)
demonstraram, in vivo, que PVHIV com LD tém um acentuado grau de apoptose no
tecido adiposo subcutaneo (TAS) quando comparado aos sem LD e sujeitos ndo
infectados. Essa correlacao positiva foi associada com o aumento nos niveis séricos
da fragdo soluvel dos receptores de TNF-a. Nos experimentos in vitro, pré-adipocitos
3T3-L1 cultivados com meio apropriado e, ap0s o periodo de 9-10 dias de
diferenciacéo, as células foram embebidas com farmacos antirretrovirais. Depois, foi
adicionado TNF-a. Os resultados mostraram que a combinacdo de certos ARVs
agiram de forma pré-apoptoética nos adipécitos e que a incorporacdo de TNF-a no meio
potencializou os efeitos de morte celular. O uso de IP, particularmente, apresenta
efeito antiadipogénico sinergicamente com o TNF-a e causa lipoatrofia periférica e
acumulo de gordura central (136). Resultados divergentes foram obtidos por Freitas
et al. (2014) (137), na qual ndo observaram diferenca nos niveis de TNF-a em
individuos controles e nos adultos com HIV, recebendo TARV, com ou sem

diagndstico de LD.

Associacdes entre polimorfismos no gene TNF e condi¢Bes inflamatérias ja
foram descritas. O polimorfismo -238 G>A (rs361525), localizado na regido promotora
do gene, parece influenciar os niveis circulantes de TNF-a: o alelo G foi associado

com baixa producdo enquanto que o alelo A foi associado com aumento (138). Em
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pacientes com HIV, a susceptibilidade entre esta variante e o desenvolvimento de LD
foi demonstrada, pela primeira vez, por Maher et al. (2002) (139). Os autores
observaram que a frequéncia do alelo A foi significativamente maior no grupo de
pacientes com LD quando comparados aqueles sem LD e concluiram que ser portador
do alelo polimorfico A néo foi determinante para o desevolvimento da LD, mas parece
ser um fator preditivo para sua manifestacdo. Similarmente, portadores do A para o
SNP -238 G>A apresentaram progressdo mais rapida a LD (140). Contudo, ambos
estudos nao avaliaram os subtipos de LD e os resultados foram baseados em um
pequeno tamanho amostral. Posteriormente, de forma contraria aos prévios achados,
Tarr e Telenti (2007) (141) ndo observaram associacdo entre TNF-a -308 G>A
(rs361525) e lipoatrofia.

5.7. Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR)

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR) séo fatores
de transcricdo que integram uma superfamilia de receptores nucleares com
importante funcdo metabdlica. Os PPARs sédo dependentes de ligantes que regulam
a expressao génica através da ligacdo aos elementos responsivos aos proliferadores
de peroxissoma (PPREs, do inglés, peroxisome proliferator response elements) na
regido promotora de cada gene alvo. Cada receptor liga-se ao seu PPRE formando
um heterodimero junto com o0 RXR (PPAR:RXR). Quando um agonista é unido nesta
estrutura, a conformacao do PPAR se modifica e torna-se estavel, criando uma fenda
gue possibilita a ligacdo de coativadores transcricionais. O resultado é o aumento da

transcricao génica (142).

O grupo dos PPARs sdo formado por trés proteinas, codificadas por genes
diferentes: PPARy, PPARa, and PPAR®D. Apesar das similaridades estruturais, cada
isoforma difere na distribuicédo tecidual, funcdes fisioldgicas, afinidade pelos PPREs e
interacdo com inumeros cofatores. O PPARy é amplamente expresso nos adipocitos
do tecido adiposo branco e marrom onde atua como regulador master da
adipogénese. Assim, suas funcdes estdo ligadas a varios processos celulares,
incluindo, fundamentalmente, a diferenciacdo de adipdcitos (maturacgéao,

armazenamento e mobilizagdo), homeostase da glicose e inflamacao (143). Os
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agonistas bioldgicos para o PPARYy incluem varios acidos graxos e outros lipidios
(144). De forma sintética, os eicosanoides, os fibratos e as tiazolidinedionas (TZDs)
sao importantes ativadores do PPARYy (145). As TZDs séao utilizadas ha muito tempo
como sensibilizadores de insulina no tratamento da DM2 (146).

O gene PPARG (3p25.2) possui promotores separados que geram diferentes
isoformas de mRNA. A isoforma PPARG2 é o mais potente ativador transcricional e
expressa exclusivamente no tecido adiposo (143). Algumas variantes no gene
PPARG2 ja foram relatadas, sendo o SNP Prol2Ala (rs1801282) missense 0 mais
estudado e associado a DM2, IMC, obesidade e fenoétipos relacionados na populacao
geral (147-151). Nos individuos com HIV, no entanto, as pesquisas sao escassas e
com resultados controversos (152-155).

5.8. Proteina de ligacdo ao elemento regulatorio de esterois (SREBP)

A familia de proteina de ligacdo ao elemento regulatério de esterois (SREBP,
do inglés sterol regulatory element binding proteins) consiste em elementos
regulatorios pro-adipogénicos cuja funcéo é controlar a sintese e a oxidacao de acidos
graxos através da regulacdo de genes envolvidos na biossintese do colesterol no
figado (156,157). Os SREBP sao sintetizados como precursores ancorados na
membrana plasmatica do reticulo endoplasmaético (RE) intimamente ligados a proteina
ativadora de clivagem SCAP (do inglés SREBP cleavage activating protein) que
interage com a proteina induzida por insulina INSIG (do inglés, insulin induced gene).
Esta, por sua vez, mantém o complexo SREBP-SCAP confinado a membrana do RE.
Quando as concentracdes de esterois estao altas, a SCAP se associa fortemente com
INSIG e promove maior interacéo entre SREBP-SCAP, mantedo-os ancorados no RE.
Ao passo que quando os nives de esterois diminuem e aumentam os de insulina, a
interacdo INSIG-SCAP enfraquece, permintindo que a SCAP desloque o precursor
SREBP para o Complexo de Golgi. Nesta organela, a forma inativa de SREBP sofre
a primeira clivagem pela protease do sitio-1 (S1P, do inglés site 1 protease) dentro da
alca luminal hidrofilica. Depois, € submetida a segunda clivagem pela protease do
sitio-2 (S2P, do inglés site 2 protease) que corta o dominio NHz-terminal dentro do
primeiro fragmento transmembrana, liberando a proteina SREBP na sua forma nuclear

(nSREBP). O dominio bHLH-LZ remanescente gera um novo tipo de sinalizagédo
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nuclear que permite a ligacdo da proteina importina, cuja funcdo € movimentar a
NSREBP para o nudcleo. No nucleo, a forma nSREBP liga-se a sequéncia de
nucleotideos do elemento regulador do esterol (SRE, do inglés sterol regulatory
element), no gene da enzima HMG-Coa-redutase, promovendo sua transcricdo e

consequente biossintese do colesterol (158).

O gene SREBF1 (17p11.2) codifica dois transcritos: SREBP1la e SREBP1c. A
isoforma SREBP1c € altamente expressa no TAB, figado, musculo esquelético,
glandula adrenal e cérebro. E regulada transcricionalmente pelos carboidratos da
dieta. Assim, altos niveis de glicose ativam esse fator de transcri¢cdo que, por sua vez,
atua na glicdlise (159) (Xu X et al. 2013). Curiosamente, o tecido adiposo de individuos
obesos e diabéticos apresenta menor expressdo do mRNA SREBP1c quando
comparado a individuos magros. Estudos com modelos animais concordam com
esses resultados, pois a expressdo da SREBP1c esta reduzida no tecido adiposo de
camundongos ob/ob pré-diabéticos. A explicacado pode estar na resisténcia a insulina
observada na obesidade e no fato de que a perda de peso melhora a sensbilidade a
insulina e aumenta a expressdo da SREBP1c (158). Atua, também, na adipogénese
pois produz ligantes endogenos para o PPAR-y e lipogénese, promovendo a sintese
de acidos graxos. A superexpressdo de SREBP1c no figado pode levar ao acimulo
de lipidios e causar lipotoxicidade, que em consequéncia, também é responsavel pela

resisténcia a insulina (160).

Alguns agentes ARVs podem regular negativamente os niveis de mRNA de
SREBF1 durante a adipogénese (161) provocando lipoatrofia através da perda de
adipécitos e reducéo de tamanho (162). Bastard et al. (2002) observaram um aumento
em torno de 6 vezes na proteina SREBF1 em bidpsias de tecido adiposo de pacientes
infectados pelo HIV usando IP. A exposi¢cdo dos adipécitos aos IPs sequestra o
SREBF1 na membrana do reticulo endoplasmatico impedindo sua clivagem para a
forma ativa e entrada no nucleo da célula. Assim, parece que o aumento da
concentracdo de SREBF1 no limen é de uma proteina inativa, sem atividade de
induzir fatores de transcricdo da adipogénese. Isso explica a diminuicédo de C/EBPS,
PPARG e C/EBP-a observada, cujo resultado é a RI e lipoatrofia periférica. Outra

possivel explicacdo é que o uso de ITRNN, como o efavirenz (EFV), causa efeitos
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negativos na diferenciacdo dos adipdécitos e na reducédo do acumulo de triglicérides
(TG). O EFV promove efeitos antiadipogénicos pela regulacdo negativa dos fatores
de transcricdo adipogénicos (SREBF1, PPARG e C/EBP-a) e diminui os niveis de

leptina e adiponectina, que por sua vez prejudicam a sensibilidade a insulina (161).

Polimorfismos no SREBF1 foram investigados em decorréncia da sua
associacdo com Rl e DM2. A variante G do SNP rs2297508 (3322 C>G) mostrou uma
ligeira associacdo com hiperglicemia e médio risco para DM2 em duas grandes
coortes individuos HIV-negativos Dinamarqueses (160). Em um estudo funcional com
mesma variante no gene SREBF1, homozigotos CC para o SNP 3322 C>G mostraram
maior taxa na sintese de colesterol do que os portadores de CG ou GG, mas nao
observaram efeitos deste polimorfismo nos niveis de colesterol plasmatico (163). Em
pessoas vivendo com HIV, foi relatado que usuarios de IPs portadores do alelo C
apresentaram aumento nos niveis de colesterol plasmatico. O polimorfismo 3322C>G
SREBP1c é uma mutagéo sindnima, onde a modificacdo de nucleotideos néo resulta
em alteracdo de aminodcidos. Assim, € possivel que diferentes padrdes de expressao
génica possam ocorrer por modificacdo do dobramento previsto do RNA mensageiro
(RNAm), concentractes de RNA de transferéncia (RNAt) possam ser variaveis para
diferentes codons ou que outro SNP em desequilibrio de ligacdo com essa variante
possa ser responsavel pelo associacdo observada (164).

5.9. Gene associado a obesidade e massa gorda (FTO)

O gene associado a obesidade e massa gorda (FTO,16q12.2) foi identificado
em 2007, quase simultaneamente por dois grupos de pesquisa, para a DM2 através
do seu efeito no IMC e fendtipos relacionados (165,166). Os papéis fisioldgicos e os
mecanismos celulares executados pela proteina codificada pelo FTO permencem
obscuros. Acredita-se que execute um papel crucial no controle do consumo
energeético, pois é altamente expresso no nucleo arqueado do hipotalamo, onde reside
o controle do apetite e metabolismo energético. Algumas evidéncias também apontam
a relagcdo do FTO com resposta a saciedade, adipogénese, gasto energético e na

funcé@o mitocondrial dentro do musculo esquelético (167).

Os introns 1 e 2 do FTO abrigam 89 variantes em forte desequilibrio de ligacéo

ja associadas com ganho de peso, gordura corporal, IMC, CC e escolha alimentar.
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Deste conjunto de polimorfismos, o SNP rs9939609 T>A no intron 1 foi o mais
extensamente investigado (168). A maioria dos achados de associacdo com IMC sao

em adultos Euro-descendentes (169-173) e criancas/adolescentes (174-177).

Até o momento, sabe-se que o FTO codifica uma proteina nuclear pertencente
a familia das oxigenaes 2-oxoglutarato (2-OG) com funcdo demetilase de DNA fita
simples. As enzimas oxigenases estao envolvidas no reparo de DNA, metabolismo de
acidos graxos, modificagbes pds-traducionais, splicing, degradacéo e traducao de
RNA. Utilizam Fe(ll) ndo-heme como co-fator e oxigénio e 2-OG como co-substrato,
produzindo succinato e dioxido de carbono como subprodutos. Anadlises de
alinhamento demonstraram que a sequéncia do FTO € homéloga a enzima AlkB da
E. Coli, cuja funcdo primordial é o reparo oxidativo de bases alquiladas (metil) de DNA
e RNA (178). Subsequentemente, Wu et al. (2010) (179) mostraram que o Fto é um
coativador transcricional que acentua a transcricdo dos C/EPBs na regido promotora
de genes ndo metilados e naqueles reprimidos por metilagéo, direcionando para um
papel epigenético do Fto no controle da adipogénese. Esse grupo de pesquisadores
também mencionou a atividade endonuclease do Fto.

Merkestein et al. (2015) (180) demonstraram que a atividade desmetilase do
FTO ocorre durante os processos iniciais de adipogénese, particularmente durante a
expansao clonal mitética - MCE (do inglés, mitotic clonal expansion). No seu estudo
com modelos experimentais, camundongos FTO knockout suprimiram a adipogénese
antes da MEC, enquanto a superexpressado do FTO aumentou a expressao do PPARG
e da proteina alfa estimuladora de ligacdo a CCAAT (C/EBP-a, do inglés CCAAT-
enhancer-binding protein alpha). Os autores demonstraram que os efeitos dos SNPs
no gene FTO na suscetibilidade a obesidade nao sdo devidos a alteracdo da sua
expressdo, mas sim da modificacdo na expressdo do gene RUNX1T1 (do inglés,
RUNX1 partner transcriptional co-repressor 1), adjacente ao FTO. O RUNX1T1 é um
fator de transcricdo relacionado a adipogénese que existe em duas isoformas de
splicing: longa (L) e curta (S). O gene FTO atua regulando o splicing do gene
RUNX1T1, favorecendo a transcricdo da isoforma S, que propicia a ativagao de
PPARG e da proteina beta estimuladora de ligacdo a CCAAT (C/EBP-B, do inglés
CCAAT-enhancer-binding protein beta), ambos diretamente associados a maior
estimulacdo a adipogénese e a proliferacdo de adipdcitos. A isoforma L prejudica a
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adipogénese, uma vez que se liga ao C/EBP-[ e este, por sua vez, impede a ligagao
de RUNX1T1 ao DNA.

Outra atuacdo do FTO esta vinculado ao processamento dos precursores
SREB1c e CIDEC (indutor de morte celular pelo fator de fragmentacédo de DNA a-
efetor c, do inglés cell death-inducing DFFA - DNA fragmentation factor-a-like effector
c), dois importantes fatores de transcricdo que controlam acumulo de lipidios nos
hepatécitos. Células do tipo HepC2 com FTO superexpresso foram cultivadas por 24
horas em meio de cultura com &cidos graxos livres, acido oléico e palmitico. O
aumento na expressao do FTO favoreceu o acumulo de triglicerideos (TG). Ao passo
que quando inibidas, as células HepC2 submetidas aos mesmos processos
promoveram diminui¢do no armazenamento hepatocelular de TGs. Estes resultados
mostram que o FTO controla o contetdo de TG por elevar de novo a lipogénese ou
sintese de acidos graxos em hepatoécitos. A hipdtese esta baseada na atividade
desmetilase do FTO que parece modular as proteinas SCAP e S2P, aumentando a
maturacdo da SREB1c que, uma vez ativa, se desloca para o nicleo e aumenta a
expressdo de CIDEC - responsavel por favorecer o estoque de lipidios nos
hepatdcitos (181).

Até o momento, temos conhecimento de apenas duas investigacfes
relacionando SNPs no FTO e distirbios metabdlicos em pessoas co-infectadas pelo
virus da hepatite C (HCV) e o HIV. O primeiro trabalho, de Pineda-Tenor et al. (2014)
(182), os individuos portadores do alelo A para a variante rs9939609 (T>A) tiveram
maior chance de apresentar sobrepeso, resisténcia a insulina, fibrose, esteatose e
menor resposta viroldgica sustentada apds tratamento para o HCV. Na segunda
pesquisa, Nufiez-Torres et al. (2017) (183) observaram que o SNP rs9940128 (G>A)
no FTO, que esta em alto desequilibrio de ligacdo com rs9939609, foi associado com
doenca hepética gordurosa (FLD) em PVHIV com IMC normal. A frequéncia do
genotipo AA entre os pacientes com FLD foi quase duas vezes maior do que nos
individuos sem FLD. Todavia, nenhuma destas pesquisas investigou a associacao
entre 0 FTO e a LD. Desconhecemos trabalhos na literatura cientifica que tenham

verificado efeitos dos ARVs na expressao e atividade do gene FTO.
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Contudo, parece que o FTO nédo é o responsavel pela susceptibilidade ao
ganho de peso e complicacdes metabdlicas mas sim os genes IRX3 (do inglés, Iroquis
homeobox 3) e IRX5 (do inglés, Iroquis homeobox 5) que s&o transcritos na fita
reversa do FTO (184). O risco para obesidade estd associado a um nucleotideo
especifico no SNP rs1421085 (T>C) no gene FTO, que apresenta alto desequeilibrio
de ligacdo com o polimorfismo rs9939609. A presenca do alelo C, aumenta a
expressao do IRX3 e IRX5 que, por sua vez, estimulam a atividade de precursoes de
adipdcitos mesenquimais e diminuem a termogénese mitocondrial (reprime o gene da
proteina desacopladora 1 - UCP1, do inglés uncoupling protein 1 e o co-ativador 1a
PPARG - PGC-7a, do inglés peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator-lalpha), favorecendo o armazenamento de lipidios no TAB. Por outro lado,
o0 alelo T inibe a expresséo de IRX3 e IRX5 restaurando a termogénese mitocondrial
e interrompendo o acumulo de gordura de forma excessiva (185). Esses resultados
foram descritos como “caso resolvido”, onde o "criminoso" direto ndo é o gene FTO,
mas sao os genes IRX3 e IRX5. Os "locais do crime" sdo os pré-adipocitos. O "crime"
é que eles inibem a queima de lipidios e 0 metabolismo energético (186).

5.10. Sirtuina 1 (SIRT1)

InvestigacBes cientificas mostram que a restricdo calorica (RC), definida como
uma intervencdo nutricional de reducdo da ingestdo energética (20-50%), sem
desnutricdo, € capaz de diminuir o peso corporal total e massa gorda, minimizar niveis
plasmaticos de marcadores do perfil lipidico (como colesterol total e triglicerideos),
atenuar mediadores de inflamacéo (proteina C reativa, interleucina-6, fator de necrose
tumoral) e melhorar a homeostase da glicose, inibindo rotas inflamatdrias ao mesmo
tempo que ativa mdltiplas vias moléculas que promovem diminui¢cdo da lipogénese
(187,188).

Em organismos inferiores, como Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis
elegans and Drosophila Melanogaster, esses efeitos sdo mediados pelo regulador de
silenciamento da informacéo 2 (Sir2, do inglés Silent Information Regulator 2). Os
efeitos desta proteina no aumento do tempo de vida ocorrem por mecanismos de
regulacéo downstream sob determinadas condi¢cdes em tecidos especificos, enquanto

que sua inativacdo encurta este periodo. Uma vez que a atividade enzimatica da Sir2
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como desacetilase de histonas dependente de NAD+ (nicotinamida adenina
dinucleotideo) esta conectada com a deteccdo do estado energético celular
(nutrientes), esta proteina é altamente conservada diversas espécies (187) e os genes
ortélogos em eucariotos superiores sdo conhecidos como sirtuinas - SIRTs (188), do

inglés Silent Information Regulator Two proteins (189).

As sirtuinas (SIRTs) sdo uma classe de enzimas com atividade de
desacetilases de histonas (HDACs classe l1ll) e ndo histonas, ADP-ribosiltransferase,
desuccinilases e demanolises, categorizadas pelo dominio de ligacdo catalitico
dependente de NAD+ (190). Em mamiferos, sete SIRTs foram identificadas (SIRT1-
7) e ainda que apresentem o mesmo dominio catalitico, variam em sua atividade
enzimatica e localizagdo celular. As SIRTs 1, 6 e 7 sédo predominantes no nucleo. A
SIRT1, particularmente, esta associada a eucromatina e pode se deslocar para o
citosol quando necessaria para atuacdo em genes alvos. A SIRT2 encontra-se no

citoplasma. As SIRTs 3, 4 e 5 s&o mitocondriais (189).

A funcdo mais bem elucidada das SIRTs é sua capacidade de reverter a
acetilacdo de proteinas tipo histonas, influenciando diretamente na estrutura dos
nucleossomos e, portanto, na transcricdo génica (191). Além disso, sdo sensores
energéticos celulares, uma vez que dependem dos niveis de NAD+ para executar
suas atividades biolégicas. Essa capacidade de controlar sistemas em um ambiente
redox faz com que as SIRTs possam neutralizar danos oxidativos associados a
doencas comuns do envelhecimento. Também s&o fundamentais na regulacédo da
homeostase celular, especialmente no que tange o metabolismo, inflamacéo, estresse
oxidativo e senescéncia. Logo, acredita-se que a ativacao das sirtuinas possa ter um
papel central em doencas metabdlicas como DM2 e obesidade, assim como em
doencas neurodegenerativas associadas com o envelhecimento. Isso se deve, em
parte, a capacidade das SIRTs em estimular a atividade das mitocdndrias, prevenindo

mudancas subjacentes a diversas enfermidades (192).

A atividade desacetilase remove grupos acetila de residuos proteicos acetil-
lisina modificados. Tal modificacdo pés-traducional comeca com a hidrélise de NAD+.
Para cada acetil-lisina desacetilada, uma molécula de NAD+ é clivada formando dois
produtos: O-acetil-ADP-ribose (O-AADPR) e a nicotinamida (NAM); liberando o



96

substrato desacetilado. Pouco se sabe sobre O-AADPR, mas alguns trabalhos
insinuam gue este pode formar complexos com a SIRT que o produziu, possivelmente
ocasionando sua inibicdo. Assim, mudancas intracelulares na razdo NAD+/NADH
impactam diretamente na atividade das SIRTs: NAD+ ativa enquanto que NADH inibe.
Quando a disponibilidade energética € baixa, alto nivel de NAD+ e baixo de NADH
ativam as SIRTs ao passo que, quando a energia celular esta alta, a relagcéo

NAD+/NADH sera baixa e as SIRTs também terdo sua atividade reduzida (193).

O gene homodlogo a Sir2 em humanos foi nomeado de sirtuinas (SIRTS). Sua
popularidade cresceu quando foi identificado sua capacidade de imitar a RC e retardar
0 aparecimento de doencas ligadas ao envelhecimento. Em leveduras, a RC diminui
os niveis de NADH, aumentando a atividade da Sir2. Camundongos privados de
alimentos aumentam os niveis de NAD+ no figado em mais de 50%, favorecendo a
atividade da SIRT1 (193,194). Também se evidenciou que compostos naturais como
o resveratrol (RVS) pode induzir a atividade das SIRTs em modelos de organismos
inferiores (195).

A sirtuina 1, codificada pelo gene SIRT1 (10g21.3) € a integrante mais bem
caracterizada do grupo das SIRTs. Ja foi comparada sua atuacdo na regulacéo do
metabolismo da gordura e da glicose em consequéncia de alteracdes nos niveis de
energia (196) bem como da inflamacgéo (197) e do estresse oxidativo (198). Diversos
estudos ja mostraram a habilidade da SIRT1 em mimetizar os efeitos da RC
(187,195,199-201). Algumas evidéncias confirmam essa hipGtese: primeiro,
camundongos knockout para SIRT1 sob RC mostram apenas algumas mudancas
metabdlicas desencadeadas pela privacdo alimentar; desta forma, a atividade da
SIRT1 parece ser essencial (187). Segundo, a SIRT1 controla a adipogénese e a
mobilizacdo de gordura no TAB através da sua ligacdo e repressdo do PPARG que,
nesta situacdo, passa a reprimir genes alvo (194). Terceiro, a SIRT1 € capaz de induzir
a secregao de insulina em células B-pancreaticas. A influéncia na homeostase da
insulina ocorre via ligacédo direta ao promotor do gene da proteina desacopladora
mitocondrial 2 (UCP-2, do inglés uncoupling protein 2) e inibicdo da sua expressao. A
supresséo da UCP-2 causa um aumento na producgéo de ATP e secrec¢éo de insulina.

Por fim, a SIRT1 também atua no equilibrio da glicose no figado. Os hepatdcitos
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respondem aos sinais de jejum com aumento da gliconeogénese e diminuicdo da
glicOlise. Essas respostas, no entanto, sdo acentuadamente enfraquecidas quando a
SIRT1 é knocked down. A gliconeogénese regulada pela SIRT1 nesse érgao ocorre
pela desacetilacao e ativacao do receptor co-ativado 1-a (PCG1-a) — regulador chave
da biogénese mitocondrial (202). Outrossim, a capacidade da SIRT1 em desacetilar o
fator nuclear kappa B (NF-Kb) diminui a sua expressao e, consequentemente, sua
acao proé-inflamatéria (Yang H et al. 2012). Ja foi mostrado que o envelhecimento esta
associado a ativacdo permanente do sistema NF-Kb (203). Ainda, Mattagajasingh et
al. (2007) (198) demonstraram que a SIRT1 é capaz de melhorar a funcdo endotelial
ao promover relaxamento vascular através da desacetilacdo do 6xido nitrico sintase

endotelial — eNOS (do inglés, endothelial nitric oxide synthase) (198,204).

Também € importante citar a relacdo coordenada entre a SIRT1 e a proteina
quinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK), outro importante mediador
metabolico. A via da AMPK é ativada atraves da auto-fosforilacdo da AMPK (pAMPK)
na treonina 172. Quando a relacdo AMP/ATP intracelular aumenta devido ao estresse
metabdlico, a AMPK é fosforilada. Posteriormente, as moléculas alvo downstream séo
ativadas, promovendo o catabolismo. Porém, quando a relacdo AMP/ATP cai, a AMPK
aumenta o anabolismo (205). Em camundongos, Cantd et al. (2009) (206) foram
capazes de demonstrar que a ativacdo de AMPK estimula a atividade da SIRT1
através do aumento nos niveis intracelulares de NAD+, co-substrato fundamental para
seu mecanismo energético. Por isso, a SIRT1 é considerada intermediador do estado
metabdlico celular, j& que sua atividade € dependente concentracao intracelular de
NAD+.

As implicacbes da SIRT1 no curso clinico de patologias virais ja foram
ilustradas (207). Na infeccao pelo HIV-1, a participacédo da SIRT1 é ampla. A proteina
Tat € um substrato para atividade desacetilase da SIRT1. Assim, SIRT1 pode
desacetilar a proteina Tat do HIV-1 e induzir ativacéo transcricional proviral, levando
a hiperativacdo de células T. Contudo, ao contrario, a proteina Tat pode inibir a
atividade da SIRT1 através da ligacdo ao sitio catalitico da enzima, inibindo-a. Quando
isso ocorre, a SIRT1 perde a capacidade de desacetilacdo da lisina 310 (K310) na

subunidade p65 no NF-Kb e desencadeia a cascata de ativacdo de NF-Kb, o que
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intensifica a excitacdo de LT-CD4+ favorecendo a replicacdo do HIV-1 (208,209).
Analises in vitro e de biologia molecular demonstraram que células em cultivo quando
tratadas com a proteina Tat, mostraram uma reducdo significativa nos niveis de
ativacdo de AMPK o que consequentemente reduziu a ativagao da SIRT1 e aumento
da transativacdo da regido LTR do HIV-1, potencializando sua replicacdo. Esse
resultado indica que a participacdo da SIRT1 na replicacéo do HIV-1 é dependente da
via de sinalizacdo AMPK (210).

Compostos ativadores naturais, como o resveratrol (RVS) (211) e pequenas
moléculas sintéticos das SIRTs podem ser uma nova classe de agentes terapéuticos
(197). Os efeitos do RVS como simulador da restrigdo calorica via ativagdo do sistema
das SIRTs ja foi demonstrado em estudos experimentais (198,215-218). Ensaios
clinicos avaliando a suplementacdo de RVS como indutor da atividade das SIRT1
ainda sdo escassos e os trabalhos publicados apresentam dados contraditérios (217—
225).

Dado o multiplo envolvimento da SIRT1 no controle da homeostase metabdlica
em diversos tecidos, variantes genéticas na SIRT1 podem alterar sua expressao e
atividade, predispondo individuos a obesidade e comorbidades associadas (226).
Nessa perspectiva, quatro SNPs apresentam relevancia: rs7895833 A>G e 12049646
T>C (ambos localizados na regido promotora), rs12413112 G>A no intron 4 e o
rs2273773 T>C no éxon 5. Um estudo baseado numa grande coorte de Holandeses
(n = 3575), encontrou que individuos portadores do genoétipo TC para variante
rs2273773 T>C tiveram 0,5 Kg/m? a mais que os portadores homozigotos para o alelo
selvagem T (227). Em Japoneses, Shimoyama et al. (2011) (228) observaram que 0s
SNPs rs7895833 G>A e rs2273773 T>C foram associados a parametros laboratoriais
e antropomeétricos. Quando a amostra foi estratificada por sexo, a variante rs7895833
G>A foi relacionada com adiposidade em homens: os portadores do alelo polimérfico
A (GA + AA) em comparagao com portadores do alelo selvagem G (GG) apresentaram
maior IMC e razdo de gordura corporal. Esta Ultima variavel também foi relacionada
com o SNP rs2273773 T>C em homens, na qual os individuos TT também exibiram
maior razdo de gordura corporal e hiperglicemia. E importante observar que na

populacdo Japonesa, o alelo G é selvagem, enquanto em Caucasianos € o
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polimorfico. Essa diferenca na frequéncia alélica pode explicar por que 0s japoneses

apresentam obesidade menos pronunciada em comparacao aos caucasoides.

Estudos de associagdo gendmica falharam em encontrar uma relagéo entre os
SNPs rs7895833 (A>G), 12049646 (T>C), rs12413112 (G>A) e rs2273773 (T> C) na
SIRT1 com obesidade e fenoétipos relacionados. Weyrich et al. (2008) (229) em um
estudo transversal, genotiparam tagSNPs na SIRT1 (rs730821 A> G, rs12413112 G>
A, rs7069102 G> C, rs2273773 T> C) a fim de avaliar a associagao entre gasto
energeético e caracteristicas metabolicas em individuos pré-diabéticos (histéria familiar
tipo 2 e BMI > 27 Kg/m?). Os gendtipos ndo diferiram significativamente quanto ao
IMC, gordura corporal total e circunferéncia da cintura-quadril, mas o gasto energético
basal foi significativamente menor em portadores menores de alelo A do rs12413112.
Essa variante comum foi analisada em um subgrupo de participantes submetidos a
intervencao no estilo de vida por 9 meses. Apds o seguimento, ndo houve associagcao
entre o SNP rs12413112 e IMC ou peso. Em contraste, os individuos portadores do
alelo A foram menos responsivos a glicose plasmatica em jejum. Assim, parece que a
variante A do polimorfismo rs12413112 afeta negativamente a expressdo de SIRT1,
prejudicando a sensibilidade a insulina no figado (229). Meneguette et al. (2016) (230)
nao encontraram diferenca no gendtipo e na frequéncia alélica do SNP rs7895833
A>G na SIRT1 entre individuos adultos brasileiros com sindrome metabdlica (SM) e
aqueles sem (P = 0,24). A frequéncia menor do alelo G foi de 0,28 em individuos com
SM e 0,265 em ndo-SM.

Achados na mesma dire¢do foram publicados por Liguori et al. (2014) (231),
gue analisaram cinco variantes comuns na SIRT1, incluindo rs12413112 (G> A), e
nenhum polimorfismo foi associado com obesidade mérbida em uma coorte de
individuos italianos (IMC = 46,5 + 0,23 Kg/m?). Um estudo em pacientes turcos
relatado por Kilic et al. (2014) (204) ndo encontrou associacao entre o SNP rs7895833
(A> G) e risco para doenca cardiovascular (DCV); no entanto, o alelo mutante T para
0 SNP rs2273773 (C> T) aumenta em 1,9 vezes o risco para DCV quando comparado
ao alelo tipo C selvagem. Os autores também encontraram um aumento no nivel de
SIRT1 que levou a especulacdo de que as modificacdes epigenéticas mediadas pela
SIRT1 sejam um mecanismo compensatorio para proteger as pessoas dos efeitos

nocivos das DCV. Um estudo longitudinal sobre DM2 e obesidade em indianos Pima
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nao encontrou a contribuicdo de rs7895933 no desenvolvimento de DM2. Outros
SNPs na SIRT1 avaliados neste estudo ndo foram associados com IMC ou percentual

de gordura corporal (232).

Por outro lado, estudos mostraram efeitos opostos, uma vez que o alelo raro
de variantes genéticas pode ser protetor em vez de risco a obesidade grave em
populacdes néo infectadas pelo HIV, como descrito por Clark et al. (2012) (233) em
um estudo de caso-controle com individuos caucasianos obesos e ndo obesos. Os
autores descobriram que cada alelo raro de rs12413112 G>A na SIRT1 estava
associado a um menor IMC no grupo de individuos eutroficos. Outro SNP, o alelo raro
de rs12049646 T>C também foi associado com redugdo do IMC apenas em homens
da Espanha, onde portadores do alelo C tiveram uma diferenca média de 0,82 Kg/m?
em relacdo ao gendtipo TT. As analises experimentais realizadas pelos autores
indicam que a troca de nucleotideos C>T resulta em menor interacdo com fatores de
transcricdo ou proteinas nucleares e indicou que outros estudos sao necessarios para
esclarecer a interacdo entre polimorfismos no gene da SIRT1 e dimorfismo sexual
(234). Como a SIRT1 tem efeitos pleiotropicos que séo tecido-especificos, especula-
se gue a expressao generalizada da SIRT1 possa propiciar o envelhecimento. Por
esse motivo, Zillikens et al. (2009) (235) investigaram como as variantes genéticas na
SIRT1 poderiam se comportar em relacdo ao risco de obesidade em duas grandes
populacdes independentes de idosos caucasianos holandeses. Os resultados
mostraram que o0s portadores de ambos os alelos raros para rs7895833 A>G e
rs1467569 G>A apresentaram menor IMC ao longo do tempo, 0 que representa uma
reducado de 9-11% no risco de sobrepeso e 13-18% menor risco de obesidade quando

comparado aos portadores AA e GG-homozigotos, respectivamente.

Pesquisas envolvendo a influéncia de polimorfismos genéticos na SIRT1 com
LD e alteracBes metabdlicas correlacionadas em PVHIV em uso regular de TARV
ainda ndo foram analisadas. Ao que se sabe, este € o primeiro estudo a investigar
esta possivel associacdo. A acdo dos farmacos antirretrovirais sobre a expressao e

atividade da SIRT1 tampouco ja foi avaliada.
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6 MONITORAMENTO TERAPEUTICO DE FARMACOS (MTF)

Apesar da eficacia dos novos farmacos ARVs e menor potencial toéxico, alguns
pacientes ndo atingem a supressao viral. Por isso € importante acompanhar os niveis
de farmacos circulantes a fim de detectar pacientes em falha terapéutica e iniciar a
terapia de resgate, bem como assegurar o sucesso da TARV mantendo a resposta
virolégica sustentada e restaurando o sistema imune (236). Conceitualmente, o
monitoramento terapéutico de farmacos (MTF) é uma rotina clinica de afericdo dos
niveis de farmacos em matrizes biolégicas (plasma, geralmente) a fim de garantir que
figuem dentro da faixa ou janela terapéutica (237). O processo de MTF esta baseado
na relacdo entre a dose e a concentracdo plasmatica ou os efeitos terapéuticos. Por
isso, guanto mais afastada a concentracdo plasmatica de um farmaco estiver da faixa
terapéutica, maior sera a chance de ineficicia clinica. Ao passo que quanto mais
proxima da concentracdo ideal um farmaco estiver, minimas seréo as oportunidades
de falha terapéutica (Figura 5) (238,239).

Geralmente, os argumentos a favor do MTF incluem farmacos que apresentem
correlacao direta entre eficicia e toxicidade, variabilidade farmacocinética, estreita
faixa terapéutica e dificuldade em avaliar clinicamente efeitos terapéuticos ou téxicos.
Os ARVs preenchem a maioria destes critérios (240); sendo o primeiro bem
estabelecido para os farmacos da classe dos ITRNN e IP (241-243). Contudo, os
ITRNs ndo sdo candidatos para o MTF por serem pro-farmacos e necessitarem de
metabolizacdo intracelular antes de se tornarem metabdlitos trifosforilados ativos
(244).
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Risco de toxicidade

Efeito subterapéutico
(ineficacia clinica)

Figura 5. Conceito de faixa terapéutica.
Adaptado de Kang J-S and Lee M-H. Overview of Therapeutic Drug Monitoring. The Korean
Journal of Internal Medicine, 2009. (237)

O maior objetivo do monitoramento das concentracdes plasmaticas dos ARV,
além da supresséo viral e reconstituicdo imune, é, sem davida, controlar o contato
exacerbado com os antirretrovirais, ja que as interacdes farmacocinéticas destes com
outros medicamentos tem grande impacto clinico e requerem ajuste de dose. Os
ARVs interagem com contraceptivos hormonais, antituberculinicos, antidepressivos,
anti-hipertensivos, analgésicos, antimalaricos, corticoides, estatinas e muitos outros
medicamentos (32). Dos ITRNNs e IPs, o efavirenz (EFV) e o atazanavir (ATV),
respectivamente, sdo amplamente utilizados nos esquemas ARVs (245,246). A
correlacao entre a concentracdo plasméatica de ambos os farmacos e a eficacia clinica
ja foram comprovadas (247,248). Foi estabelecido que o intervalo terapéutico do EFV
€ de 1,0 — 4,0 pg/mL (meia vida longa de 52-76 horas apdés uma dose e de 40-55h
apos uso continuo) (249) e do ATV € 150 — 800 pg/mL (meia vida média de 8,35 horas)
(250,251). Niveis plasméticos elevados do EFV foram associados com efeitos severos
no sistema nervoso central, como tontura, sonoléncia, sonhos vividos e dificuldade de
concentracdo, em varios grupos étnicos. Em torno de 20% a 50% dos pacientes em
uso de ATV irdo desenvolver hiperbilirrubinemia. Destes, 6% podem sofrer ictericia
(245,252).
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Rotineiramente, a genotipagem de resisténcia viral e o monitoramento do
tratamento sdo parte do cuidado meédico em paises desenvolvidos como acéo tanto
para oportunizar uma terapia individualizada (ajuste de dose) quanto assegurar a
aderéncia do paciente (253,254). Nao obstante, o acompanhamento dos niveis
plasmaticos dos farmacos ARVs € de particular importancia para grupos especiais
como criancas, gestantes e idosos (255—-260). Em paises de média e baixa renda esta
pratica € eventual, pois ha inumeros desafios na implementagcédo do MTF, tais como a
indispensavel presenca de pessoas capacitadas para realizar a coleta do plasma,
transporte do material biolégico, necessidade de armazenamento e transporte
adequado (261). Ainda, € requerida infraestrutura laboratorial complexa em centros

especializados, o que pode dificultar o acesso dos pacientes (262).

Em locais onde o MTF nao estéa disponivel, a OMS sugere o acompanhamento
da terapia através do relato do paciente acerca de efeitos adversos, parametros
imunolégicos (contagem de LT-CDA4+) e virais (nivel RNA do HIV-1) (263). Porém, as
informacdes obtidas através desses critérios apresentam baixa sensibilidade e
especificidade em detectar real falha terapéutica, pois os pacientes nesta condi¢ao so
serdo diagnosticados quando apresentarem doenca oportunista ou imunodeficiéncia
grave, apesar da resposta virolégica adequada (261). Nesse cenario se enquadra o
Brasil que, apesar de ser referéncia mundial nas politicas publicas de atendimento,
cuidado e fornecimento gratuito da TARV ao portador de HIV, ndo possui o0 MTF
implementado na pratica clinica de atencdo as PVHIV. Por isso, a utilizacdo de
metodologias praticas, acessiveis e simples é urgente como estratégia importante

para regides com recursos limitados (262,264,265).

Os parametros farmacocinéticos usados para quantificar a exposicao do
individuo a um dado farmaco sédo apresentados como area sob a curva (AUC, do
inglés area under the curve), pico maximo de concentracdo plasmatica (Cmax, do inglés
maximun or peak plasma concentration) e de concentragdo minima (Ciough do inglés,
trough concentration). Este ultimo representa o nivel minimo do farmaco durante um
intervalo entre duas doses (também conhecido como “periodo do vale”) e é o indicador
mais aceito para o MTF dos farmacos ARVs (253). Para que o MTF seja valido e
limitar as variagbes farmacocinéticas entre a ultima dose do medicamento e a coleta

de sangue, é fundamental atentar para o horario da coleta (preferencialmente quando
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a concentracdo do farmaco estiver o mais proximo do Cirough), Via de administracao,
dose, tempo de tratamento e a utilizacdo de outros medicamentos concomitantemente
(257).

A determinacdo plasmatica dos farmacos ARVs é realizada por métodos
sensiveis baseados em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high
performance liquid chromatography) com detecgé&o ultravioleta (HPLC-UV, do inglés
high performance liquid chromatography with ultravioleta detection) e espectrometria
de massa (HPLC-MS, do inglés high performance liquid chromatography with mass
spectrometry; LC-MS/MS e LC-MS). Ao utilizar essa metodologia, cada laboratorio
precisa desenvolver e validar seus proprios ensaios. Além da auséncia de Kits
comercialmente disponiveis para o MTF, a logistica para coleta de sangue,
armazenamento adequado, cumprimento de orientacdes sanitarias para o transporte
de amostras biolégicas e risco de exposicdo a patdbgenos tornam essa pratica
invasiva, laboriosa e cara, posto que requer treinamento de profissionais para
gerenciamento de riscos e processamento da amostra, inGmeros aparatos para coleta

e laboratérios bem equipados (266—268).

Com o intuito de superar esses obstaculos, outras matrizes biolégicas foram
propostas, visando estratégias de coleta mais acessiveis e de simples
armazenamento, como o cabelo (269,270), a saliva (271,272) e a mancha de sangue

seco em papel ou DBS (do inglés, dried blood spot) (273).

6.1. Mancha de sangue seco em papel (DBS)

A técnica de DBS é realizada através da puncao capilar da ponta do dedo,
coleta de gotas de sangue que sdo embebidas em papel filtro e mantidas em
temperatura ambiente para secagem. Ndo ha necessidade de flebotomia,
acessibilidade ao monitoramento terapéutico em regides remotas, facilidade na coleta
(passivel de ser realizada pelo préprio paciente), armazenamento e transporte, além
de reduzir a producao de residuos biologicos (273-275). A recomendac¢édo do método
DBS para o MTF de farmacos ARVs € bem estabelecida (53,60,283,264,276-282). A
substituicdo do método convencional para a coleta domiciliar do DBS mostrou uma

reducdo financeira de 43% para pacientes da hemato-oncolégicos e 61% para os da
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nefrologia (284) e sua aplicacdo tem sido encorajada como opc¢ao alternativa ao
plasma em locais com infraestrutura laboratorial restrita, comumente encontrado

paises de baixa e média renda (261).

Materiais biolégicos humanos expostos ao papel absorvente e/ou com
capacidade de neutralizacao/inativacao/esterilizacdo sao consideradas amostras
isentas de risco de contaminagio (285). E importante ressaltar que o virus do HIV-1
perde sua infecciosidade porgue seu envelope proteico é rompido em consequéncia
da secagem em temperatura ambiente, o que facilita a utilizacdo do DBS para as
rotinas de monitoramento do HIV e nos programas de seguimento em paises em

desenvolvimento (265).

A aplicabilidade do DBS foi apresentada em 1963 por Guthrie e Susi para
triagem da fenilcetonuria em recém-nascidos (286). Desde entdo, amostras DBS tém
sido empregadas em diversas cendarios, como na fase pré-clinica inicial no
desenvolvimento de farmacos (toxicocinética) assim como na fase tardia
(farmacovigilancia, farmacocinética e MTF), abuso de substancias ilicitas, toxicologia
forense, investigacdo dos metabdlitos da cocaina e nicotina em recém-nascidos para
determinacdo da prevaléncia destes produtos durante a gestagcdo, contaminantes
ambientais (poluentes e pesticidas, por exemplo), intoxicacdo de animais e
biomonitorizacdo de metais pesados (como chumbo, arsénio, cadmio e outros) (287),

quantificacdo da carga viral de HIV-1 e teste de resisténcia genotipica (254).

O processo de coleta por DBS (Figura 6) inicia a partir da puncéo digital na
extremidade do dedo médio do paciente usando-se apenas uma agulha (dispensando
0 uso de seringas). A gota de sangue do dedo é, entdo, transferida diretamente para
o papel filtro especial. Em seguida, € necessario deixar a amostra secar em
temperatura ambiente, para estabilizacdo dos analitos, e isso elimina a necessidade
de refrigeracao (276). Uma vez seco, o papel filtro especial com a amostra podera ser
enviado ao laboratorio por meio do servico postal convencional, o que facilita o
transporte, visto que o sangue seco ndo é considerado uma amostra com risco
bioldgico (264,274). Recomenda-se manter em temperatura ambiente por, no maximo,

duas semanas até o envio para o laboratorio de analise. Caso seja necessario maior
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tempo de armazenamento, as amostras devem ser mantidas a < 20°C em sacos do

tipo ziplock com desumidificador a base de silica (261).

Figura 6. Passo a passo coleta de sangue pela técnica DBS.

No entanto, as concentracdes de farmacos na mancha de sangue seco ndo sao
iguais aos niveis plasméticos, pois 0 sangue capilar obtido da puncéo digital € uma
mistura de sangue venoso, liquido intersticial e intracelular, o que pode explicar os
valores diferentes dos obtidos por flebotomia. Portanto, é fundamental estabelecer
uma concordancia entre os dois métodos a fim de viabilizar o emprego do DBS na
pratica clinica (288). Para tal, leva-se em consideracdo dois principais fatores:
primeiro, o hematdcrito (Hct): representa a porcentagem de globulos vermelhos no
sangue e interfere no “espalhamento” da gota de sangue no papel filtro em diferentes
formas como a viscosidade, homogeneidade, tempo de secagem e recuperacéo de
analitos e segundo, a fracao do analito ligada as proteinas plasmaticas (fbpp, do inglés
fraction of analyte bound to plasma proteins), que é variavel dentro do mesmo valor
de Hct e influencia na concentracao de farmaco obtida a partir do DBS (274,289-291).

As concentracfes dos farmacos entre plasma versus DBS séo avaliadas por
regressao linear (correlacdo). Contudo, ndo basta os dois métodos apresentarem uma
Otima correlagéo, é preciso que eles concordem entre si. Para tal, utiliza-se o gréafico
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de Bland-Altman (292). Adicionalmente, as concentracdes estimadas do plasma
(EPC, do inglés Estimated Plasma Concentration) sdo calculadas a partir do DBS

usando a formula:

EPC = (DBScone/[1-(Hct/100)])xfp

onde DBSconc € a concentracdo medida em DBS, Hct é o hematdcrito individual
do paciente e fp € a fragdo do farmaco no plasma (277). No trabalho de Antunes et al.
(2015) (293), o valor de fp foi ajustado para obter a razdo meédia entre as
concentracfes plasmaticas de EFV e ATV e EPC de 1, usando a equacao acima. Em
outra forma de abordagem, a EPC foi calculada usando um fator de corre¢cdo com
base na relacdo média do EFV e ATV do plasma para concentracdes de DBS, sem

considerar o Hct individual nem o fp (fator de correcdo EPC) (294).

Diversos estudos internacionais mostraram a alta correlacdo e concordéancia
entre as dosagens do EFV e ATV no plasma e DBS (265,276-279,281,295).
Entretanto, no Brasil, publicacdes utilizando a metodologia DBS para determinacéo

das concentracdes de farmacos ARVs em pacientes com HIV sdo exiguos.



7 JUSTIFICATIVA

Considerando a importancia dos efeitos adversos como fatores de ndao adesao
a TARV e as possiveis contribuicbes da farmacogen6mica, a investigacdo de
polimorfismos em genes do metabolismo lipidico e homeostase da glicose, como TNF,
PPARG, FTO e SREBF1, sdo de extrema relavancia como fatores de susceptibilidade
ao desenvolvimento de lipodistrofia (LD) e sindrome metabdlica (SM) em PVHIV.
Nesse sentido, especula-se o papel da SIRT1 na ocorréncia de alteragcbes na
distribuicdo da gordura corporal e disturbios metabdlicos associados, uma vez que
atua como regulador chave de fatores de transcricdo envolvidos na adipogénese,
inflamacéo, estresse oxidativo e senescéncia. Ainda, ja foi estabelecida a capacidade
da SIRT1 modular a replicacdo viral agindo diretamente na proteina Tat do HIV,

essencial para ativacao de provirus e hiperativacdo de LT-DC4+.

A despeito da eficacia dos farmacos ARVs no controle da replicacé@o viral e
restauracdo imunoldgica, alguns pacientes ndo atingem a supressdo viral e/ou
apresentam concentracdes plasmaticas acima da faixa terapéutica, causando
toxicidade e maior risco de abandono do tratamento. Por isso, 0 MTF constitui uma
tentativa de determinar a exposicao individual do paciente a um medicamento e evitar
uma alta ou baixa dosagem. A utilizacdo de técnicas de baixo custo logistico e
acessibilidade sao ferramentas fundamentais para assegurar a eficacia e adeséo aos
programas de tratamento e atencédo as PVHIV. Por isso, o DBS amplia o0 acesso dos
pacientes ao monitoramento da terapia medicamentosa, devido a facilidade de coleta,
baixo risco biolégico, possibilidade de conservacdo em temperatura ambiente e
transporte por correio convencional. A implementacao deste procedimento contribuird
para alcancar as metas 90-90-90, estratégia ambicioso definida pela UNAIDS que
prevé, até 2020, que 90% das pessoas com HIV saibam do diagnostico, 90% estejam

em tratamento e 90% apresentam carga viral indetectavel.



8 OBJETIVOS

8.1. Objetivo geral

Investigar o papel de polimorfismos de um uUnico nucleotideo (SNPs) em genes do
metabolismo lipidico e glicidico na susceptibilidade ao desenvolvimento de
lipodistrofia e sindrome metabdlica e determinar os niveis plasmaticos de farmacos
antirretrovirais através da metodologia de sangue impregnado em papel (DBS) como
alternativa para monitoramento terapéutico farmacoldgico em pessoas vivendo com
HIV.

8.2. Objetivos especificos

» Genotipar variantes em genes candidatos do metabolismo lipidico e glicidico
e avaliar a susceptibilidade ao desenvolvimento de lipodistrofia e sindrome metabdlica

em pacientes com HIV sob uso regular da TARV:
- FTO, rs9939609 T>A;

- TNF -238, rs361525 G>A,;

- PPARG Prol2Ala, rs1801282 C>G;

- SREBF1 3322, rs2297508 C>G;

» Genotipar 4 SNPs no do gene da SIRT1 e investigar a contribuicdo de cada
variante como fator preditivo ao desenvolvimento de lipodistrofia e sindrome

metabolica em pacientes com HIV sob uso regular da TARV:
- 1s7895833 A>G, regiao promotora;

- 12049646 T>C, regido promotora;

-1s12413112 G>A, intron 4;

-rs2273773 T>C, éxon 5;
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 Dosar os niveis plasmaticos dos farmacos efavirenz (ITRNN) e atazanavir (IP)

no plasma e na gota de sangue seco empregnada em papel (técnica DBS), compando

com as concentragdes plasmaticas previamente validadas em outros estudos;

e Investigar a exequibilidade da técnica DBS para o monitoramento terapéutico

de farmacos antirretrovirais em pacientes com HIV vivendo na regido Sul do Brasil,

» Avaliar a eficicia da técnica de DBS em relagdo aos testes padrao para o

monitoramento terapéutico da TARV.
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The perspective about the HIV/AIDS cpi-
demics has completely changed in the late
1990s duc to the introduction of highly
active antirctroviral therapy (HAART). In
the carly days of AIDS cpidemic, a diagnosis
of HIV-1 infection was scen as a death sen-
tence. This scenario has been modified duc
to the development of HAART, onc of the
greatest successcs achicved by medical science
so far. Today, life expectancy of patients who
arc treated with HAART can be considered

almost normal 1.

History of HAART

The first antirctroviral (ARV) drug, zidovu-
dinc (AZT), was approved by the US FDA
in 1987. However, soon after its introduction,
it was shown that therapy consisting only by
AZT sclects drug resistant HIV strains and
becomes incffective, which prompted the
scarch for other drugs 12). A few years later,
other nucleoside reverse transcriptase inhibi-
tors (NRTIs) were introduced (Table 1), but
treatment success was still limited. The first

protcasc inhibitor, saquinavir, was launched
in 1995 (Table 2), and the first non-nuclcoside
reverse  transcriptase  inhibitor (NNRTI),
nevirapine (NVP), was rcleased in 1996.
The usc of such drugs in monothcrapy was
soon shown to be unsuccessful to prevent
the ecmergence of resistant viruses, there-
forc, combination therapy was introduced in
clinical practice [13].

HIV infection treatment was revolution-
ized in 1997, by the introduction of HAART,
consisting in three drug combinations (two
NRTTs and cither a proteasc inhibitor or an
NNRTI) that were shown to be effective
in the reduction of viremia to undetectable
levels. The use of HAART has changed the
status of HIV-1 infection to a chronic discase
requiring lifclong trcatment. Following the
approval of HAART, several other drugs were
introduced to treat paticnts with resistance or
intolerance to treatment. In the 2000s, the
new classes of fusion and entry inhibitors and
intcgrasc strand transfer inhibitors (InSTIs)
were introduced (Table 2). The combination
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Table 1. Reverse transcriptase inhibitors and their main side effects.

Adverse effects

Class Drug Year of
approval

NRTIs Zidovudine (AZT, ZDV) 1987
Didanosine (ddl) 1991
Stavudine (d4T) 1994
Lamivudine (3TC) 1995
Abacavir (ABC) 1998
Tenofovir disoproxil 2001
Fumarate (TDF)
Emtricitabine (FTC) 2003

NNRTIs  Nevirapine (NVP) 1996
Delavirdine (DLV) 1997 Rash
Efavirenz (EFV) 1998
Etravirine (ETR) 2008
Rilpivirine (RPV) 201

Data taken from [2.4].

NNRTI: Non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor; NRTI: Nucleoside reverse transcriptase inhibitor.

Mitochondrial toxicity, hematological toxicity, myopathy
and lactic acidosis

Pancreatitis, peripheral neuropathy, diarrhea,
hyperuricemia and hepatic dysfunction

Peripheral neuropathy, fatal lactic acidosis, severe liver
enlargement and liver failure

Skin discoloration
Potentially life-threatening allergic reactions

Renal proximal tubulopathy and kidney tubular
dysfunction

skin discoloration, lactic acidosis/severe hepatomegaly
with steatosis

Rash and/or hepatotoxicity during the first 6-18 weeks of
therapy

Dizziness, drowsiness, trouble sleeping, unusual

dreams and trouble concentrating, rash, hepatotoxicity,
lipodystrophy, dyslipidemia

Rash, elevations in hepatic transaminases

Rash, elevations in hepatic transaminases, CNS disturbances,
depression

of ARVs into single pills was another advance, improv-  *
ing paticnts’ adherence to treatment. At present, carly
initiation of HAART is reccommended for all people

living with HIV (PLWH) [25-7].

HAART components

HAART exerts its cffect through the blockade of dif-
ferent steps of HIV life-cycle (Figure 1) [2.8). Presently,
there arce five classes of drugs designed to treat HIV

infection (Tables 1 & 2):

NNRTI (Table 1): interfere directly with the action
of viral RT. NNRTIs do not require phosphoryla-
tion to inhibit RT. They act through binding to
noncatalytic enzyme sites, lcading to steric block-
age of structural changes in HIV RT. NVP and
cfavirenz (EFV) arc the most frequently used.
Delavirdine is available in some countrics, and
ctravirine and rilpivirine are the NNRTIs most
recently approved in the EU and in the USA [239);

* Proteasc inhibitors (PIs; Table 2): prevent cleavage

* NRTIs (Table 1): these drugs arc analogs of nuclco-
sides or nucleotides that block the action of viral
reverse transcriptase (RT) by being incorporated
in the nascent DNA molecules. All NRTIs com-
pete with endogenous analogs and stop DNA clon-
gation, duc to the lack of a 3"-OH moicty in the
ribosc ring. NRTIs require to be activated in the
intraccllular space to become active, once that only
triphosphorylated nucleosides can be incorporated
into DNA. Members of this class include AZT,
the oldest ARV drug, abacavir (ABC), didanosine
(ddlI), stavudine (d4T), lamivudine (3TC), emtric-
itabine (FTC) and tenofovir (TDF), this last being

a nucleotide analog [2.89];

of viral precursor protein into the subunits required
to form new virions. Pls include amprenavir
(APV), fosamprenavir (FPV), atazanavir (ATV),
darunavir (DRV), indinavir (IDV), lopinavir/rito-
navir (LPV/r), nelfinavir (NFV), ritonavir (RTV),
saquinavir (SQV) and tipranavir (TPV). They
all arc substrate and inhibitors of CYP3A, which
worsens  their  pharmacokinctic  characteristics.
These propertics have been overcome by the co-
administration of RTV with all Pls but NFV, a
drug that inhibits CYP3A activity [2.89];

Entry inhibitors/fusion inhibitors (Table 2): these
drugs cxert their action in the extracellular space,

10.2217/pgs-2016-0097
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blocking the virus attachment to receptors on the
cell surface [s]. Enfuvirtide (T-20) is an HIV-1
fusion inhibitor, which prevents the fusion between
the viruses with host cell membranes. Maraviroc
exerts its action by preventing the binding of HIV
to CCR5 chemokine co-receptor in the cellular
membranc 2.89];

¢ InSTlIs (Table 2): thesc arc the most recently intro-
duced ARV (Table 2). They act through the inhi-
bition of HIV-DNA intcgration into thc host
genome. Raltegravir (RAL) was approved in 2008
and dolutcgravir and clvitegravir were approved in
2013 and 2014, respectively [2.89].

According to the most recent guidclines [25-7], first-
linc antirctroviral therapy (ART) should consist of two

NRTIS plus a NNRTT or an InSTI). This combina-

Pharmacogenetic considerations in the treatment of HIV Review

tion of drugs is utilized in order to avoid sclection of
viral mutations. Drugs sclection takes into account the
risk/bencfit ratio and the viral genotype.

Genomic information has two main roles in the uti-
lization of ART: the first is the identification of HIV
mutations that make the virus resistant to ARVs and
the second is the identification of variants in the host
genome that modulate the response to ARVs and their
side effects. The first approach has become mandatory
in the monitoring of ART trcatment in high-income
countrics [10]. Drug resistance is a phenomenon that
ariscs spontancously, attributed to the absence of
3’—5’cxonucleasc proofreading activity in the HIV
RT 111. Genetic barrier to resistance has been defined
as the number of mutations nceded by the virus to
acquire resistance to a given drug. Therefore, a higher
genctic barrier indicates the drug to be more cfficient

Table 2. Protease inhibitors, fusion inhibitor, entry inhibitor and integrase inhibitors and their main

side effects.

Atazanavir (ATV) 2003

Fosamprenavir 2003
(FOS-APV, FPV)

InSTis Raltegravir (RAL) 2007
Dolutegravir (DTG) 2013
Elvitegravir (EVG) 2014

Data taken from (2.4]
InSTI: Integrase strand transfer Inhibétor; Pi: Protease inhibitor

Class Drug Yearof  Adverse effects
approval
Pls Saquinavir (SQV) 1995 Dyslipidemia, insulin resistance, hyperglycemia and
lipodystrophy
Ritonavir (RTV) 1996 Dyslipidemia, insulin resistance, hyperglycemia and
lipodystrophy
Indinavir (IDV) 1996 Dyslipidemia, insulin resistance, hyperglycemia and
lipodystrophy
Nelfinavir (NFV) 1997 Dyslipidemia, insulin resistance, hyperglycemia and
lipodystrophy
Lopinavir (LPV) 2000 Dyslipidemia, insulin resistance, hyperglycemia and
lipodystrophy

Hyperbilirubinemia

The use of fosamprenavir is pending revision due to a
potential association between the drug and myocardial
infarction and dyslipidemia in HIV infected adulits.

Tipranavir (TPV) 2005 Rash, hepatitis, intracranial hemerrhage, headache,
diarrhea
Darunavir (DRV) 2006 Rash, hepatotoxicity, less metabolic abnormalities than
other Pls
Fusion Enfuvirtide (T-20) 2003 Local injection site reactions, hypersensitivity reaction,
inhibitor increased rate of pneumonia in clinical trials
Entry Maraviroc (MVC) 2007 Hepatotoxicity with hypersensitivity reactions, may be in

inhibitor conjunction with severe systemic symptoms, such as fever,
rash, eosinophilia

Rash, nausea, insomnia, CPK elevations

Headache, insomnia

Nausea, diarrhea, renal impairment (caused by cobicistat
and tenofovir)

!hn.n:sctroegfot.p
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Figure 1. HIV life-cycle and site of action of different antiretroviral classes.

in terms of resistance. Mutations in the RT gene can
generate resistance to NRTIs or NNRTIs. In general,
NRTIs have a higher genetic barrier than NNRTTs.
The cross-resistance among ARVs of a same class is
also a problem to be solved. Mutations in the viral pro-
tease gene are able to create resistance to Pls. How-
ever, in comparison with NRTIs and NNRTTs, Pls
were shown to present a high genetic barrier against
resistant viruses. InSTIs present genetic barriers to
resistance lower than the Pls and most of the NRTs.

As a consequence of the goals proposed by the
WHO 1, advising that all people with known HIV
infection should be receiving ART, drug resistance will
probably increase in the next years, and HIV geno-
typing will acquire even more importance in the choice
and management of ART. For an in-depth revision of
ARVs drug resistance, we suggest readers to refer the
paper by Clutter ez al. j10.

Many studies have already been performed regard-
ing pharmacogenetics of ART focusing on the host
genome, but there is still place for studics in this field.
Therefore, the present review will examine and evalu-

ate evidence of pharmacogenetic markers in the human
genome predictive of response and side effects of ART.
The published literature has been retrieved from the
PubMed database using the following keywords: anti
HIV drugs and genetic polymorphism. Other relevant
articles have been selected among the references of the
obtained papers.

The first report about ART pharmacogenetics was
published in 2002 by Hetherington ez al. [12), regard-
ing genetic variations in HLA-B region and hyper-
sensitivity reactions to abacavir, but it was not until
2009 to we sce the number of published papers sig-
nificantly increasing. Previous review papers address-
ing pharmacogenetics of HIV treatment focused
in each drug used in ART [13-16], rather than in the
genes involved in their pharmacokinetics or pharmaco-
dynamics. Thus, the present paper will be focused
in the different genes that have been involved in the
response modulation and side cffects of ART. The
aim of the present review is to highlight the most sig-
nificant advances in the ficld, rather than to provide a
comprehensive literature survey.

10.2217/pas 2016-0097
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Polymorphisms influencing ART
pharmacokinetics

Phase | metabolizing enzymes

This group is compound almost exclusively by the
CYP450 enzymes. Humans have 57 genes and morc
than 59 pscudogenes divided among 18 familics of
cYre genes and 43 subfamilics [171. Polymorphisms in
several gences from this superfamily have been associ-
ated to ART pharmacogenetics and are described in
the following sections.

CYP2B6
The CYP2B6 gene is located at chromosome 19q13.2,
spanninga region of 28 kb and containing ninc exons [15].
As CYP2B6 is the major enzyme involved in the
mctabolism of EFV and NVP, its genctic variation
has become highly relevant for HIV treatment. EFV
shows a narrow therapeutic window, causing adverse
cffects in the CNS associated with high plasma con-
centrations, and low concentrations potentially leading
to therapy failure. Polymorphisms CYP2B6 516G>T
(Q172H, rs3745274) and CYP2B6 983T>C (I1328T,
rs28399499), and two haplotypes, CYP2B6*4(K262R,
rs2272343) and CYP2B6*6, have been associated with
EFV undesirable effects 19). The haplotype CYP2B6*6
comprchends two SNPs, Q172H and K262R, and its
frequencies range from 15% to over 60% in distinct
populations around the globe. This haplotype causcs

an alteration in CYP2B6 splicing, lcading to Increased
amounts of a variant that lacks cxons 4—6 in the liver,
and concurrently decreasing the expression of the nor-
mal functional transcript. Haplotypc®6 compriscs two
SNPs that also occur in isolation, but with lower preva-
lences [4]. Several pharmacogenctic studics have asso-
ciated the 516G>T change to increased plasma con-
centrations of EFV, thus suggcsting it leads to lower
enzymatic activity iz vive. Additionally, the 516G>T
polymorphism has been associated with an increased
prevalence in ncurotoxicity and other CNS adverse
cvents. Studies have also shown that daily EFV dosc
may be reduced in *6 carriers, with conscquent reduc-
tion in CNS undesired effects. Furthermore, CYP2B6
genotype was shown to affect NVP plasma levels [18].

CYP3A4 & CYP3A5

CYP3A4 and CYP3AS cnzymes participate in the
hepatic metabolism of most Pls and play sccondary
roles in the metabolism of NNRTIs. RTV is a compet-
itive inhibitor of CYP3A4, and thus is usually included
in PI regimens as a booster, in order to increase bio-
availability of other Pls, such as LPV and ATV. These
two genes arc located in a cluster at chromosome 7q.
A high number of studics investigated SNPs in these
two genes, mainly CYP344-392 A>G (*1B, rs2740574)

Pharmacogenetic considerations in the treatment of HIV  Review

and CYP3A45%*3 (6986 A>G, rs776746). These two
SNPs arc in strong linkagc discquilibrium, and differ-
ent authors suggest that the CYP3A44 -392 A>G cffect
is indeed duc to the CYP3A45 *3 variant, which causes
an improperly spliccd mRNA and a nonfunctional
protein truncated at amino acid 102 [20].

Most studics evaluate the association of these gene
variants with plasma levels and/or side cffects of NVP
and EFV, with negative results [21-28]. These studics
were performed in populations from different coun-
trics, such as Pucrto Rico, USA, Italy, South Africa,
Mozambique and Haiti. It is noteworthy that thesc
SNPs present very different frequencies in Euro-
derived and Afro-derived populations, and it is manda-
tory to take these differences into consideration when
cvaluating these polymorphisms. Other important
aspect is that, although these enzymes excrt an impor-
tant rolc in the metabolism of Pls, few studics reported
so far have evaluated their association with Pl levels or
side cffects.

A morce rcccntly described CYP3A44 polymorphism,
CYP3A4*22 (c.522-191 C>T; rs35599367), has been
related to lower CYP3A4 mRNA expression and activ-
ity [29] and onc stud)r has rcportcd a lower LPV clear-
ance in homozygotes for this variant when compared
with noncarriers [30). However, the frequency of this
SNP is quite low in diffcrent populations, so studics
with large sample sizes arc required to confirm this

ﬁnding. Duc to its proven influence on CYP3A4 func-
tionality in vivo [29], we believe this variant warrants
further investigation.

Other CYPs

Other CYPs alrcady studied are CYP2CI9 [221,
CYPIA2 311 and CYP2A6 [31-33], but no consistent
associations with HAART cfficacy or side cffects were
reported for these genes.

Phase Il metabolizing enzymes

UGT1A1

The UGT enzymes consist in a superfamily of enzymes
that catalyzc the transfer of glucuronic acid to xcno-
biotics and other endogenous substrates. The gluc-
uronidation incrcases the solubility of these com-
pounds in water, facilitating their climination via bile
or kidneys. These enzymes are found in several tissucs,
such as liver, gastrointestinal tract and breast [4].

The UGT1A1 enzyme is expressed in the liver and
other tissucs, and is the only responsible for the hepatic
metabolism of bilirubin [4], catalyzing the conjugation
of free bilirubin with glucuronic acid. Atazanavir and
indinavir have been shown to be inhibitors of UGT1AL,
thus promoting the clevation of unconjugated bilirubin
levels in blood and reducing its climination [34].
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A polymorphism located in the promoter region of
the UGTIAI gence, the UGTIA1*28 allcle (rs8175347),
is constituted by a TA dinucleotide repeat. The wild-
type allele (UGT1AI*I) has six TA repeats, while the
*28 allele is characterized by the inscrtion of a sev-
enth repeat, which affect its transcription, decreasing
its transcriptional activity [4], thus lcading to hyper-
bilirubinemia. Homozygote individuals for the *28
allele present a condition called Gilbert’s syndrome.
Although the condition is benign, it is an indicator of
reduced UGT1ALI activity, and must be considered in
the context of drug toxicity.

The UGT1A1*28 allcle occurs with a frequency
of 0.26—0.31 in Caucasians, 0.42—0.56 in African—
Amcricans and only 0.09-0.16 in Asian populations.
This variant has been consistently associated with
hyperbilirubinemia in paticnts treated with ATV
and this association is onc of the higher number of
replications in different populations [35-39]. Cost—
cffectivencess evaluation studics have suggested that
testing for UGTIAI may be cost cffective in clinical
practice, depending on the cost of genotyping and
the alternative treatment [40].

Drug transporters

Drug transporters have a crucial role in absorption,
distribution, mectabolism and climination of drugs
and, for this rcason, polymorphisms located in their
genes have a considerable pharmacological signifi-
cance. They arc comprised in two transporter super-
familics: the solute carrier (SLC) transporters and the

ATP-binding casscttc (ABC) transporters [41].

ABCB1

The ABCB! gene, also known as MDRI, is located in
chromosome 7q21.12 and encodes the P-glycoprotcin
(P-gp). P-gp is an cfflux pump, which expels scveral
compounds from the interior of cells. It is expressed in
scveral tissucs, such intestine, liver, kidneys and blood—
tissuc barriers (c.g., blood—brain, blood—cercbral spinal
ﬂuid. blood-placcnta, blood—testis barticrs) [4].

Some NRTIs arc substrates for P-gp, including
AZT and 3TC. For NRTIs, there is no direct correla-
tlon between drug plasma levels and cfficacy, but their
intracellular concentrations are critical for their action.
Although somc of the other ARVs arc not substrates
for P-gp, a high number of studics investigating the
association between ABCB! SNPs and pharmaco-
genctics of NNRTIs and Pls can be found in the
literature [24,25,32.42-46].

A large number of ABCBI gene SNPs have been
investigated for their possible functionality and asso-
ciation with different ART-rclated phenotypes, but
the results of the majority of studics have been dis-

cordant so far. Undoubtedly, the most studicd SNP
in the ABCBI gence is 3435 C>T (rs1045642), a silent
mutation in the 1145lle codon of the protein [23).
Associations of this and other ABCB! variants with
several different phenotypes, such as NVP hepato-
toxicity [2324], cffectiveness of Pl trcatment [44],
responsc to EFV 27], lipodystrophy 143] and glomeru-
lar filtration ratc [46] were investigated in populations
from diffcrent countrics, such as Mozambique [24],
United States [23), Italy [23.43], Haiti [27) and Brazil [46],
but the results of these and other studies were mostly
discordant.

ABCC2, ABCC4 & ABCC10

Thesc transporters have been implicated in the renal
tubular sceretion of TDF, although the importance of
ABCC2 remains controversial [471. The main side cffect
of thisdrug is kidney tubular dysfunction (Table 1). The
most studicd SNPs in these genes are ABCC2-24 C>T
(rs717620) [45.46.48), ABCC4 3463 A>G (rs1751034)
and ABCC4 4131 T>G (rs3742106) [42.46.458]. These
previous report showed limited replication for ABCC4
SNPs, but a higher reproductibility of associations
with ABCC2 -24 C5T [42.45.46,49].

A study performed by Pushpakom et al. [50] cstab-
lished that TDF is also a substrate for ABCC10, a
morc recently characterized member of the ABC fam-
ily, and found two ABCCI0 SNPs, rs9349256 and
rs2125739, and their haplotype, significantly associ-
ated with kidney tubular discasc. The first SNP was
also associated with urine phosphorous wasting and 2
microglobulinuria. Although promising, these results
were not replicated until the present moment [47].
However, another study reported that the rs2125739
SNP was significantly associated with NVP plasma

concentrations [51].

SLCs

The SLCs arc a superfamily of transporters that are
mainly involved in the uptake of small molecules into
cells [41]. Several members of this family play relevant
roles in drug transport: OCT, organic cation/carnitine
transporters and organic anion transporters (OAT)
and the uric acid transporter, URAT1 (SLC22A12).
Furthermore, two protcins from the SLC47 family
arc involved in drug transport, SLC47AI (also known
as MATEI) and SLC47A2 (also known as MATE2).
It also known that SLC22A46 (OAT1) and SLC22A8
(OAT3) gene products participate in the transport of
TDEF into the proximal tubule cells of the kidncys and
SNPs in these and other genes from this family have
been investigated regarding the kidney side cffects of
TDF [42,44,46], but with a lack of concordance between
them.
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Genes encoding proteins involved in HAART
pharmacodynamics

This group compriscs genetic variations that affect
the structure or expression of proteins targeted by the
drugs (intentionally or not).

HLA

The association of HLA-B*570! and hyperscnsitiv-
ity rcactions with the usc of ABC is the most well-
established pharmacogenctic determinant of the usc of
HAART. Several Health Agencies from different coun-
trics, such as Health Canada (Santé Canada), FDA,
Pharmaccuticals and Medical Devices Agency (Japan),
and Europcan Medicines Agency, have approved the
inclusion of this information in drug labels [41. This
reaction occurs in about 8% of Caucasian individu-
als shortly after starting ABC therapy. HLA-B*5701
allele frequency is lower in African populations (<1%),
about 1% in Asians and reaches about 5% in Europcan
populations. Genotyping for HLA-B*5701 has a ncga-
tive predictive value of almost 100% and a positive pre-
dictive valuc of about 50%. In other words, paticnts
who are not carricrs of this allele arc highly unlikely to
show hypersensitivity reactions to ABC, but approxi-
matcly half of thosc bearing HLA-B*5701 will present
hypcrscnsitivity [15).

HLA associations with NVP hypersensitivity, com-
prising fever, skin rash and/or hepatitis have also been
reported in different populations [521. Allcles associated
with NVP hypersensitivity include HLA-DRBI*0101
(Australia) 1531, HLA-B*1402 (Sardinia) [54], HLA-Cw8
(Japan) (551, HLA-B*3505 (Thailand), HLA-B*5801
and HLA-DRB1*0102 (South Africa) [52]. These results
indicate the nced of further studics of HLA and drug
hypersensitivity in other populations, duc to the high
interpopulation differences in the prevalence of HLA
alleles.

Apolipoproteins

Lipodystrophy, the cctopic accumulation of body fat
mainly in the waist and dorsocervical regions (lipo-
hypertrophy), occurring alonc or together with loss
of fat in the face and limbs (lipoatrophy), is onc of
[hc long—tcl’m HAART Complications. This Condi'
tion is usually accompanied by disturbances in lipid
metabolism (dyslipidemia) and increased risk of diabe-
tes mellitus. Lipodystrophy deeply affects the quality
Of pLWH, fl’cqucn(ly Icading to nonadhcsion to thc
treatment [56].

One of the first pharmacogenctic HAART studics
reported the association of a TIVFA SNP (238 G>A)
with the onsct of lipodystrophy (571. However, this
associa(ion ‘was bascd in a Samplc Of ninc individuals

with lipodystrophy carrying the risk allele and most of

Pharmacogenetic considerations in the treatment of HIV Review

later studies did not replicate thesc results [58,59], with
few cxceptions [60].

Altcrations in lipid profile caused by the usc of
HAART may be, at lcast in part, a result of variations
in genes encoding protcins involved in lipid metabo-
lism and transport [59]. The knowledge about the role
of scveral variants located in the apolipoprotcin and
lipid mectabolizing cnzymes genes in the ctiology of
dyslipidemia prompted the investigation of these same
SNPs in the lipid altcrations associated with the usc
of HAART. Polymorphisms in the APOAS [59.6162],
APOB 62,631, APOC3 58,591, ABCAI 159, APOE 158.59.62]
and other genes 159.64] have been associated with the
risk of hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia or
low high-density lipoprotcin (HDL) levels. However,
some of thesc results have been controversial regard-
ing specific genc variants, dircction and magnitude
of association, and prospective confirmative trials are
still nceded regarding these genes and phenotypes.
A recent paper by Guardiola er al. [65], including
321 ARV-treated HIV-infected individuals, investi-
gated the potential effect of 13 polymorphisms located
in nine genes involved in lipid transport and metabo-
lism (APOA5, APOC3, LPL, CETP, HL, MTP, APOE,
LRP5 and VLDLR). Their results indicated that vari-
ants in LPL, CETP and HL protect HIV-infected
paticnts from developing dyslipidemia. The obscrved
cffect of these polymorphisms was cumulative, being
dependent on the number of protective allcles but
independent of the ARV regimen administered.

The increased risk for cardiovascular discases (CVD)
has also become a concern in PLWH. Paticnts with
HIV infection were shown to have a 1.5-2-fold greater
risk of devcloping coronary artery discase compared
with noninfected individuals, raising the independent
risk of coronary artery discasc in HIV infection to
levels similar to thosc in diabetes. This phenomenon
has been ascribed to the inflammatory sequelac of the
infection as well as the greater prevalence of cardiac
risk factors in HIV-positive populations and the side
cffects of life-prolonging ART (s6). This increased
cardiovascular risk is belicved to be partially mediated
by dyslipidemia. The lipid abnormalitics gencrally scen
in paticnts on ART arc increased total cholesterol, with
decreased HDL and hypertriglyceridemia, and poly-
morphisms in scveral genes encoding proteins involved
in lipid mectabolism have been associated with these
phenotypes, as described in the previous paragraph.

mtDNA

It has been shown that NRTlIs, besides acting on
the HIV RT, are also inhibitors of the human mito-
chondrial DNA (mtDNA) polymecrasc-y, potentially

causing mitochondrial dysfunction and depletion of
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mtDNA. Mitochondrial dysfunction, together with
altered glucosc and fatty-acid metabolism, and insulin
resistance, is belicved to contribute to the high inci-
dence of Type 2 diabetes, CVD and nonalcoholic fatty
liver discase prcscntcd by PLWH [671.

A recent review [68] found 21 studies that have inves-
tigated associations between patterns of meDNA poly-
morphisms (haplogroups) and HIV infection and/or
side effects of ART, but results have been mostly diver-
gent so far. A posterior longitudinal study [69] analyzed
associations between mtDNA variants and changes
in markers of cndothelial function among non-
Hispanic white subjects beginning the usc of ART.
Although mtDNA haplogroups were not associated
with these phenotypes, a nonsynonymous mtDNA
SNP, m.10398A>G, was associated with higher basc-
linc and changes regarding this SNP in adiponcctin
levels and lower brachial artery flow-mediated dila-
tion in these paticnts. As adiponcctin levels have been
associated with CVD risk, validation studies in larger
samples from distinct world populations may provide
interesting results.

Other targets

Pharmacogenctic studies of HAART including poly-
morphisms in scveral other genes have been published
in the last years. Candidate genes analyzed include
adiponcctin and its receptors [437071), CCR5 and

CX3CRI [72], estrogen rccc'ptors 1 and 2 (73] and many

O[hCI'S.

Drug-drug interactions

A problem faced by those who investigate the pharmaco-
genomics of ART is the number of drugs used in this
therapy, which includes, at least, three drugs from two
different ARV classes. The interaction among these
dl’ugs Consists iﬂ a ﬁlnhcr Complication to undcl’stand
genctic cffects in the modulation of ART responsc
or Sidc Cffccts. FurthcrmorC. (hc Prcscncc Of impor—
tant comorbiditics, such as dyslipidemia, tuberculosis
and hepatitis C co-infection, that frequently require
pharmacological interventions, adds further complex-
ity to this picturc. The considcration of drug—drug
in(cractions in pha.rmacogcnctic Smdics in Sti“ undcr'
cxplored, but some studics that addressed this question
will bc mcntioncd in (hc {Ollowing pamgraphs.

As aforementioned, both HIV infection and ART
Icad to dys“pidcmia. in gcncl'al with incmascd (Otal
cholesterol (TC), decrcased HDL and hypertrigly-
ceridacmia [66]. Lipid-lowering medications, mainly
statins, cffectively lower TC, triglycerides and low-
density lipoprotein cholesterol (LDL-C) in HIV-
infected patients [74). However, statins are less cffec-

tive at reducing LDL levels in PLWH who arc also at

greater risk for adverse effects from statin treatment.
Among the available ARVs, Pls arc the most associ-
ated with altcrations with lipid blood levels, so the
potential interaction between Pls and statins must be
considered when sclecting a statin to lower lipid levels.
A pharmacokinctic study using HIV-1 scroncgative
individuals [75] reported that the coadministration of
darunavir and ritonavir increases rosuvastatin levels,
whereas the lipid-lowering cffects of this statin arc
impaired. Polymorphisms in the genc encoding the
solute carricr organic anion transporter 1B1, which
encodes the OATPIBI influx transporter, have been
shown to predict a lower decreasc in cholesterol lev-
cls or the devclopment of myopathy for different
statins [76]. However, onc study showed no evidence
that darunavir/ritonavir intake decrease the trans-
port of pravastatin through organic anion transporter
polypcptidc 1B1 in vive 177). It becomes evident from
the analysis of the published litcrature that the inter-
action between ARVs and statins should be a matter
of decper investigations, since thesc lipid-lowering
agents have been very important in the management
of lipid alterations and in the prevention of CVD in
PLWH.

Tuberculosis (TB) is the most common cause of
death in hospitalized adults and children living with
HIV, accounting for about a third of all mortal-
ity 71. Rifampicin (RIF), used in TB treatment, may

decrease EFV concentrations by inducing expression
of CYP2B6 178). The interaction between RIF and
EFV has been the target of pharmacogenetics studies
regarding CYP2B6 polymorphisms, alrcady known
to influence EFV levels in PLWH. The cffect of the
516 G>T genotype on EFV levels scems to be inde-
pcndcn( of the RIF use [78-82], suggcsting EFV can
be combined to rifampicin-based therapy without the
nced of dosc adjustment, although not all studics arc in
agreement with this conclusion [83]. Other authors [34]
suggest that the inducing cffect of RIF is counterbal-
anced by a concentration-dependent inhibitory cffect
of isoniazid on EFV clearance. Thesc authors suggest
that the inducing cffect of the rifampicin-isoniazid
combination is affected by the CYP2B6 G516T geno-
type and that the NAT2 genotype also influcnces the
dircction of this intcraction. NAT2 polymorphisms
arc known to influence isoniazid concentrations, so
they conclude that these discrepancies are likely to be
related to isoniazid exposure.

In conclusion, given that scveral drugs used for
HIV comorbidities have the potential to interact
with protcins involved in ART pharmacokinctics
and pharmacodynamics, an analysis of the published
papers in this ficld indicates that this is an arca that
clearly warrants further rescarch.
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GWAS

During the last few ycars, there was a shift from the ana-
lysis of single or a few candidate genes to genome-wide
association studies (GWAS) in the investigation of all
complex phenotypes, including the pharmacogenomics
of HAART responsc and adverse cffects.

The first GWAS regarding HAART was published
in 2011 (s5] and focused in the NVP-induced rash in
the Thai population, comprising 72 paticnts with rash
and 77 NVP-tolerant patients. This study verified that
SNPs located inside or near the CCHCRI gene werce
significantly associated with this phenotype. CCHCR!
has been previously associated with psoriasis suscepti-
bility, but no cvidence of its association with HAART
side cffects was reported before.

In 2012, another GWAS [86] investigated the genctic
factors associated with EFV pharmacokinetics. This
study detected three CYP2B6 polymorphisms (CYP2B6
516G>T [rs3745274], CYP2B6 983T>C [rs28399499]
and CYP2B6 15582C5T [rs4803419]), independently
associated with EFV cstimated Cmin (24-h post-
dosc plasma EFV concentration) at genome-wide sig-
nificance, which cxplained a third of interindividual
variability in this phenotype.

The samc group published another GWAS in
2014 187] regarding the occurrence of peripheral ncuro-
pathy with D-drug-containing regimens (d4T and
ddI). The study included 90 individuals presenting

peripheral ncuropathy and 164 controls from three dif-
ferent cthnicities (white, black and Hispanic). How-
cver, no variants were consistently associated with this
side cffect in the whole sample and in patients from the
three cthnic groups analyzed scparatcly.

In the samc year, this group published a second
GWAS (s8] scarching for polymorphisms predict-
ing ATV pharmacokinctics and hyperbilirubinemia.
Their findings confirmed the role of variation in the
UGTIA! gence and higher bilirubin levels in patients
on ATV. No other polymorphism was associated with
hyperbilirubinemia and no polymorphism predicted
ATV pharmacokinctics.

Furthermore, in 2015, two new GWAS were pub-
lished by this group. The first analyzed the possible
rolc of gene variants on virologic responsc with EFV or
ABC-containing regimens (89]. Unfortunately, meta-
analysis of association results across race/cthnic groups
showed no genome-wide significant associations regard-
ing response to trcatment with these drugs. The scc-
ond [47] scarched for polymorphisms associated with
TDF pharmacokinetics and creatinine clearance. This
work reported a polymorphism in SLCI7A1 significantly
associated with TDF clearance (rs12662869). However,
no polymorphism achicved genome-wide significance
for association with changes in creatinine clearance.

Pharmacogenetic considerations in the treatment of HIV Review

Conclusion & future perspective

The introduction of HAART has been a very impor-
tant landmark in the history of the AIDS epidemics,
representing an  unprecedented  scientific  progress
in the drug discovery and development process, and
bringing a whole new life perspective for the HIV
infected individuals. However, current treatment does
not completely cradicate the virus from the host organ-
ism, making nccessary the lifetime use of HAART.
In this context, adversc reactions acquire a major role
for the paticnt and the clinician, frequently decreasing
the quality of lifc of the individual and cven impairing
the adherence to treatment. In this sensc, pharmaco-
gencetics studies bring the promisc of dirccting the
choice of ARV drugs cven before the initiation of the
therapy, helping clinicians to sclect a regimen most
suitable for cach specific paticnt.

HAART is typically composcd by a combination of
drugs, usually, at least, three ARVs. The inclusion of
several drugs that act in different stages of the virus life
cycle is very important for the success of the therapy,
but also adds further complexity to the pharmaco-
genetic studics. Although a high number of studies have
alrcady been publishcd in this ficld, until this moment
only three pharmacogenetic tests have been widely
replicated and have attained the point of practical uti-
lization in the clinical setting. The genotyping of the
HLA-B*5701! is an exccllent predictor of hypersensitiv-

ity reactions to the usc of abacavir and its usc is alrcady
preconized in various countrics. The CYP2B6 516G>T
polymorphism has proven to be an important predictor
of responsc and susceptibility to side cffects with the
usc of EFV. Furthermore, the UGTIAI*28 allcle has
been consistently associated with hyperbilirubinemia in
paticnts treated with atazanavir and could be used as a
predictor of susceptibility to this adversc reaction.

The main limitation for the incorporation of other
pharmacogenctics markers into clinical practice is the
high number of discrepancics among studics. Although
the reasons for these inconsistencics remain unclear,
some possibilities could be addressed. First, non-
replication of positive findings may be a result of asso-
ciation studics with small sample sizes. In our review, a
high number of unpowered studies have been retricved
from litcrature scrutiny. Second, not all associations
may be truc for different populations, duc to differ-
ences in risk allele frequencies among cthnic groups or
to different patterns of linkage disequilibrium, when
the investigated variants may not be functional. Third,
the problem of publication bias, lcading to the under-
report of negative associations, which hampers the per-
formance of mcta-analyses and induces false-positive
results from the meta-analytical approach. It becomes
clear that, although a high numbecr of articles has
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been published, further association studies with larger The promise brought by GWAS to uncover genetic
samples and in different populations are still needed to  variations subjacent to the ARVs effectivity or adverse
overcome these limitations. Other noteworthy aspect  reactions using a hypothesis-free approach is still to
is that additional studies investigating the functional  be fulfilled, as the studies performed so far with this
consequences of the candidate polymorphisms are  approach added very few information beyond that con-

indeed necessary to solve these questions.

veyed by the traditional candidate-gene approach. In

Executive summary

History of highly active antiretroviral therapy

» HIV infection treatment was revolutionized in 1997, by the introduction of highly actie antiretroviral therapy
(HAART).

HAART components
* There are five groups of ral 3 leoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs),
non-nucleoside reverse transcriptase mlubmon (NN!ITB), protease inhibitors, entry inhibitors/fusion inhibitors,
integrase strand transfer inhibitors.

» Firstdine HAART consists in three-drug combinations (two NRTls and either an NNRTI or an integrase strand
transfer inhibitor).

Polymorphisms influencing ART pharmacokinetics

Phase | metabollzing enzymes

= CYP286 is the major enzyme involved in the metabolism of efavirenz and nevirapine.

* CYP2B6 516G>T variant is associated with efavirenz and nevirapine efficacy and side effects.

» CYPIA4 and CYPIAS enzy partidpate in the hepati bolism of most p mhbcmmdplw
secondary roles in the metabolism of NNRTIs, but no i i b single nucieots
polymorphisms in these two genes with response or adverse drug effects have been reported so far.

* No consistent assodations with HAART efficacy or side effects were reported for other CYPs, also.

Phase Il metabolizing enzymes

» UGTTIAT*28 allele has been consistently assocated with hyperbilirubinemia in patients treated with atazanawr.

Drug transporters

» P-glycoprotein, encoded by the ABCET gene, promotes the intracellular extrusion of several antiretrovirals and
isvery important for the determination of intracellular concentrations of NRTIs.

* Several prevalent coding variants in ABCB] have been studied for their possible association with molecudar or
dinical HAART phenotypes, but the results from different studies were mostly discordant.

» ABCC2, ABCCA and ABCCI0 transporters are important for the renal metabolism of tenofovir, but associations
with single nudeotide polymorphisms in these genes have been inconsistent so far.

* Members of the solute carrier transporters gene family hawve also been investigated regarding the kidney side
etfacts of tenofovir, with few concordant results.

Genes encoding proteins involved In HA ART pharmacodynamics

* HLA-8*5701 and hypersensitivity reactions with the use of abacawir is the most well-established
pharmacogenetic determinant of the use of HAART and this information is now present in abacawir drug
labels from several countries.

-Othef E] i igated include apolpoprotein and lipid bolizing enzymes, mtDNA haplogroups,
tin and its receptors, CCRS and CX3CR1 receptors and estrogen receptors | and 2.

Dmg-dmg Interactions

« This quesbon is still undemplored in piunnaoogenencs studies and may be responsible for several
inc es found g

GWAS

* Some genome-wide association studies regarding HAART- iated ph ypes have already been
performed, but they brought very few new information so far.

Condlusion & future perspactive

» Although a high number of studies have already been published in this field, until this moment only three
tic markers have been widely replicated and have attained the point of practical utiization in
the dinical setting: HLA-B*5701, CYP2B6 516 G>T and UGTIAT*25.

* The main limitation for the & P ion of other phar markers into dinical practice is the high
number of discrepancies among studies, which warrants the need for further studies, preferentiafly with
larger sample sizes.

» Cost-effectivity studies are also needed to improve the introduction of pharmacogenetic analyses in cinical
settings.
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the next years, we will probably see an increasing num-
ber of GWAS regarding HAART effectiveness and
adverse reactions, using higher density arrays and next-
generation sequencing technologies. Another impor-
tant innovation is represented by phenome-wide associ-
ation studies, designed to identify genetic associations
across multiple phenotypes simultaneously [s0].

Once pharmacogenomic relationships have been
discovered and validated, there are still obstacles to
their translation into clinical practice. Such transla-
tion requires, additionally, the performance of cost-
effectivity analyses. For HLA-B*5701, UGTIAI*28
and CYP2B6 516G>T some studies were already per-
formed. For UGTIAI, analyses revealed that testing
for UGTIAI*28 could be cost effective depending in
assay cost and improvement of retention in care, but
only when comparing with ART combinations that
display similar costs and efficacy [40]. In contrast, it was
reported that genotyping for HLA*B-5701 to prevent
ABC hypersensitivity [91] and CYP2B6 genotyping to
dose adjusting were both cost effective 192]. It is clear
that this kind of study is increasingly necessary to
take pharmacogenetics studies from bench to bedside.
Furthermore, the expectations of reducing the cost of
genetic testing, brought by the US$1000 genome ini-
tiative, may improve accessibility to pharmacogenetics
information.

In our opinion, future research should focus in
higher collaboration between groups in order to ana-
lyze larger, prospective cohorts. Epigenetics know-
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ABSTRACT

Aims: To investigate whether variants in the FTO, PPARG, TNF and SREBF1 genes
are implicated in the development of lipodystrophy and metabolic syndrome among
HIV-infected individuals on highly-active antiretroviral therapy (HAART).

Patients & Methods: Four polymorphisms were genotyped by real-time polymerase
chain reaction in 706 HIV-infected patients receiving HAART.

Results: The prevalence of lipodystrophy was 51.1%. The prevalence of lipodystrophy
was higher in white (58.6%) than in non-white individuals (41.7%). FTO rs9939609 A-
carriers presented a higher prevalence of lipoatrophy and lipohypertrophy, while
SREBF1 rs2297508 G-carriers presented a higher risk of lipohypertrophy
development.

Conclusion: This FTO variant may contribute to the predisposition to the development
of lipodystrophy, while SREBF1 polymorphism may be predictive to lipohypertrophy.

KEYWORDS: HIV, lipodystrophy, metabolic syndrome, anthropometric disorders,
TNF, PPARG, SREBF1, FTO.
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INTRODUCTION

The last record published by The Joint United Nations Programme on HIV/AIDS
in 2017, estimates a prevalence of about 36.9 million people living with HIV (PLHIV)
worldwide (3). In Brazil, over 882 thousand people are currently living with human
immunodeficiency virus (HIV) and an annual average of 40 thousand new cases were
recorded in the last five years. Porto Alegre, capital of the State of Rio Grande do Sul,
where this research was carried out, showed a rate of 60.8/100.000 people, almost

four times greater of the country as a whole (4).

The introduction of highly active antiretroviral therapy (HAART) for HIV infection
and AIDS in the 1990’s decade, dramatically changed HIV natural history reducing
morbidity and improving survival of PLHIV since it has reduced the incidence of
opportunistic infections in addiction to prevent transmission. HAART includes a
combination of antiretroviral (ARV) drug classes, classified according to their
mechanism of action on viral replication: nucleoside transcriptase inhibitors (NRTIs),
non-NRTIs (NNRTIs) and protease inhibitors (PIs). More recently, fusion inhibitors and

integrase inhibitors have been included on therapeutic regime (5).

HAART changed the perspective of HIV infection from a fatal to a chronic illness.
However, patients are at a higher risk of developing chronic diseases when compared
to the general population. The development of lipodystrophy syndrome, soon
described after the introduction of HAART, is a long-term adverse effect which can
lead to treatment discontinuation due to its stigmatizing effects, frequently associated
with discrimination of PLHIV (6). Lipodystrophy (LD) may present three subtypes:
lipoatrophy (LA), related to peripheral fat loss, lipohypertrophy (LH), with central fat
accumulation, and mixed lipodystrophy, when LH and LA occur in combination in the
same individual (7). The prevalence of LD has been shown to range between 10 to
80% in different settings, due to a lack of methodological consensus for the diagnosis

besides age, lifestyle factors and genetic background (7-9).

LD has been associated with insulin resistance (IR) and dyslipidemia,
characterized mainly by hypertriglyceridemia combined with or not low levels of high-
density lipoprotein (HDL) cholesterol (10). These abnormalities contribute to
development of metabolic syndrome (MetS), defined by a cluster of risk factors for
cardiovascular disease (CVD), including central obesity (high waist circumference),
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high triglycerides (TG), reduced HDL cholesterol, raised blood pressure (or
hypertension treatment) and hyperglycemia (or diagnosed type 2 diabetes mellitus,
T2DM) (11). The prevalence of MetS in PLHIV is variable according to different studies,
ranging from 7 to 52%, probably due to distinct design, sample characteristics,

selection criteria and ART (12).

Although HIV infection per se and different antiretroviral drugs have been
associated with LD development, there are evidence of variability in individual
susceptibility to LD, suggesting genetic factors may contribute to this phenotype.
Several studies have shown that adipocyte functions may be altered by these and other
factors (13,14). Among the several genes involved in adipogenesis and lipid
metabolism, four arouse interest: tumor necrosis factor (TNF), peroxisome proliferator
activated receptor gamma (PPARG), sterol regulatory element-binding transcription

factor 1 (SREBF1) and fat mass and obesity associated gene (FTO).

Considering the importance of adverse effects as factors of non-adherence to
HAART and the possible contributions that pharmacogenomics can bring to the
elucidation of their causes, this study aimed to investigate the association between
polymorphisms in TNF, PPARG, SREBF1 and FTO genes and the occurrence of
lipodystrophy (LD) and metabolic syndrome (MetS) in HIV-infected individuals on
HAART.

METHODS

Subjects: We conducted a cross-sectional study with 706 consecutive HIV-infected
patients recruited from three reference centers in southern Brazil (HIV/AIDS
Ambulatory Unit of Hospital de Clinicas from Porto Alegre/RS, HIV Ambulatory Care
of Hospital Universitario Dr. Miguel Riet Correa Jr. from Rio Grande/RS, and HIV/AIDS
Specialized Assistance Service from Pelotas/RS) from March 2006 to November 2008
and between October 2016 to June 2018. Subjects were older than 18 years old,
receiving HAART for at least 12 months using two NRTIs (tenofovir or zidovudine plus
lamivudine) and one NNRTI (efavirenz) or IP (atazanavir with and without ritonavir),
and with viral load below the limit of detection of the test (50 copies/mL). Pregnant

women and patients with neurological disease were excluded from the study.
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Ethical considerations: all participants were informed about the study and signed the
free and informed consent form. This research was approved by the Research Ethics
Committees from all centers above mentioned and of the Federal University of Health
Sciences of Porto Alegre with numbers 05/295, 718/08, 154/07, and 141/06,

respectively.

Subjects characteristics: demographic and lifestyle characteristics were obtained
through interviews. Details of the infection and treatment (time diagnosis, current ARVs
and use of other drugs) and another relevant information were obtained from medical
records. The patient’s ethnicity was phenotypically defined by the interviewer as white

and non-white individuals, as discussed in previous works by our group (15).

Biochemical and anthropometric parameters: LD diagnosis was performed by the
accompanying physician and patients were classified as follows: without LD;
lipoatrophy (LA), when there was fat reduction in peripheral regions such face, arms
and/or legs, thin buttocks and venous prominence; lipohypertrophy (LH), defined by
presence of abdominal fat accumulation, gynecomastia in men or increased breasts in
women, lipomas through the body or buffalo hump; or mixed pattern, when at least
one feature of both LA and LH were present together (7). Moreover, metabolic
syndrome (MetS) was defined according to International Diabetes Federation (IDF)
consensus (16): waist circumference = 94 cm in males or = 80 cm in females plus any
two of the following four factors: serum triglycerides = 150 mg/dL or treatment for this
lipid abnormality; HDL-cholesterol < 40 mg/dL in males and < 50 mg/dL in females or
drug treatment for reduced HDL-cholesterol; systolic blood pressure = 130 or diastolic
blood pressure = 85 mm Hg (or treatment to hypertension); fasting plasma glucose =

100mg/dL or previously diagnosed type 2 diabetes.

Molecular analysis: genomic DNA was extracted from peripheral leukocytes using a
high salt concentration precipitation standard method. Four polymorphisms in TNF (-
238 G>A, rs361525), PPARG (Prol2Ala, C>G, rs1801282), SREBF1 (3322 C>G,
rs2297508) and FTO (T>A, rs9939609) genes were genotyped by real-time
polymerase chain reaction (PCR) using hydrolysis probe allele discrimination assays

(TagMan; Applied Biosystems, Foster City, CA).
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Statistical analysis: the results are expressed as mean * standard deviation (SD) for
continuous variables and as proportions for categorical variables. A chi-squared test
was used to assess the agreement of genotype frequencies with those expected under
Hardy-Weinberg equilibrium. Poisson regression models with robust variance were
used to estimate the contribution of genotypes to LD, LA and LH phenotypes
separately. Poisson regression was used because it provides more accurate estimates
than logistic regression and it is considered to be the best statistical method for
analysis of cross-sectional studies with frequent binary outcomes (17). Due of the low
number of PPARG Ala/Ala (n = 1) and TNF -238 G/G (n = 4) subjects, analysis for
these two SNPs were carried out under a dominant genetic model. All statistical
analyses were performed with SPSS version 22.0 for Windows software (IBM, Armonk,

NY). The differences were considered significant when P < 0.05.

RESULTS
Subjects characteristics

The main demographic, clinical and anthropometric characteristics of the 706
HIV patients enrolled in this study are shown in Table 1. Men represented 55.2% of
the sample. Mean age was 43.0 + 9.6 years. The median time on therapy was 61.0
months. Almost all patients were on at least 3 ART drugs (96.7%). Approximately half
of the sample was on NNRTIs (52.4%), while 49.9% were receiving Pls. Diabetes

mellitus was present in 6.2% of patients and MetS in 37.1%.

The prevalence of LD in the whole sample was 51.1%. When analyzing LD
subtypes among individuals with LD (Table 2), lipoatrophy (LA) was the most prevalent
(41.1%), followed by mixed pattern (33.6%), while lipohypertrophy (LH) comprised
25.3% of LD patients.

Regarding ethnicity, the sample comprised 391 (55.4%) individuals of European
ancestry (white) and 315 (44.6%) of African ancestry (non-white). Comparisons of
demographic, clinical and anthropometric characteristics between ethnic groups are
also shown in Table 1. LD prevalence was higher in white (58.6%) than in non-white
individuals (41.7%; P <0.001, Pearson chi-square with continuity correction). When
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comparing only individuals with LD (Table 2), analyses showed that lipoatrophy (LA)
was the most prevalent in both groups. While lipoatrophy (LA) prevalence was higher
in non-white (49.6%) than in white individuals (36.2%, P = 0.013), lipohypertrophy (LH)
prevalence was almost twice higher in white (29.7%) than in non-white individuals
(17.6%, P = 0.011).

Genotype and Allele Frequencies

Genotype and allele frequencies of the SNPs analyzed are shown in Table 3.
All genotype frequencies were in agreement with those expected on Hardy-Weinberg
equilibrium. Minor allele frequencies for SNPs in our sample were: TNF -238 G>A
(rs361525): 0.07; PPARG Prol2Ala C>G (rs1801282): 0.07; SREBF1 3322 C>G
(rs2297508): 0.43 and FTO T>A (rs9939609): 0.39. The frequencies of SREBF1
rs2297508 were significantly different between white and non-white individuals. For

this reason, ethnicity was included as a covariate in all analyses.

Association Analyses

Genotype frequencies were compared among individuals without and those with
different subtypes of LD (Table 4). The FTO rs9939609 AA genotype frequencies were
higher in individuals with the three subtypes than in those without LD, although with

marginal significance (P = 0.062).

Poisson regression multivariate analyses were used to test which
biodemographic variables and SNPs were predictors of the development of
lipodystrophy (LD) (Table 5). The analyses indicated that higher age, HAART duration,
ethnic group (white individuals) and FTO rs9939609 A-carriers had a significantly
higher prevalence of lipodystrophy (LD). SREBF1 rs2297508 (3322 C>G) G-carriers
had marginal significance. Then, we used the same Poisson regression model to
evaluate the possible predictors of lipoatrophy and lipohypertrophy subtypes
separately (Table 5). The results showed that higher age, HAART duration, ethnic
group (white individuals) and FTO rs9939609 A-allele remained significantly
associated with lipoatrophy (LA) phenotype. Regarding lipohypertrophy, the variables
significantly associated with this outcome were female sex, HAART duration, ethnic
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group (white individuals), FTO rs9939609 A-carriers and SREBF1 rs2297508 G-
carriers. We also carried out this same analysis with metabolic syndrome, but none of

the polymorphisms contributed significantly for this phenotype (data not shown).

DISCUSSION

In this study, we evaluated the association between variants in TNF, PPARG,
SREBF1 and FTO genes and lipodystrophy development in HIV-infected patients on
HAART. This is the first study to report the relationship between polymorphisms in the
FTO and SREBF1 genes with lipodystrophy among HIV-infected individuals on regular
HAART.

Our results have shown that FTO rs9939609 A-allele is associated with both LD
subtypes. The fat mass and obesity associated gene (FTO) was identified in 2007 by
a genome-wide association study (GWAS) for T2DM, through its effect on body mass
index (BMI) and related phenotypes (18). Since this gene is highly expressed in the
hypothalamus, it is believed to play a fundamental role in the control of body
metabolism. From a set of SNPs identified in FTO first intron, rs9939609 T>A has been
the most extensively investigated (19). FTO has been consistently associated with
increased BMI and adiposity across different ages and populations, including from
Brazil (20).

We are aware of only two studies relating FTO variants with metabolic
disturbances in HIV-infected individuals. First, Pineda-Tenor et al. (21) described the
link between FTO rs9939609 SNP and metabolic disorders in HCV/HIV-coinfected
patients. Individuals with the minor A-allele had increased odds for overweight, glucose
homeostasis impairment, liver fibrosis, steatosis and lower successful virologic HCV
therapy. Second, Nufez-Torres et al. (22) found that FTO rs9940128 (G>A)
polymorphism, which is in higher linkage disequilibrium with rs9939609, was
associated with fatty liver disease (FLD) in HIV-infected patients with normal BMI.
However, neither of them investigated the association of this gene with LD risk
development. Thus, we believe our work was the first to explore this possible

relationship.
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In the present sample, the rs9909609 A variant was not associated with BMI,
but its frequency was higher in patients with lipohypertrophy and mixed pattern than in
patients with lipoatrophy. Previous studies from our group with other gene variants
failed to replicate associations with BMI found in the general population in HIV+
individuals on HAART (15,23). Futhermore, a study by our group showed that the
relation between body fat and adiponectin levels is altered in LD patients, suggesting

that gene-environment interactions are different in these patients (23).

The sterol regulatory element-binding transcription factor 1 (SREBF1) is another
proadipogenic transcription factor expressed in adipose tissue that controls synthesis
and oxidation of fatty acids by regulating genes involved in cholesterol biosynthesis in
the liver (24,25). Some ART agents can down-regulate SREBF1 mRNA levels during
adipogenesis (26) and lipoatrophy through adipocyte loss and size reduction (27). The
miner allele G of rs2297508 (3322 C>G) has already been associated with higher
plasma glucose levels and mildly increased risk of T2DM in non HIV-infected subjects
(28).

Our results show that the G-allele of SREBF1 3322 C>G is associated with the
occurrence of lipohypertrophy. To our knowledge, this is the first evidence of
association between this polymorphism and LD in HIV-infected individuals. SREBF1
3322C>G is a synonymous mutation in exon 18c. However, it is possible that different
gene expression patterns might occur by modification of the predicted messenger RNA
(mRNA) folding, transfer RNA (tRNA) concentrations for different codons or that
another SNP in linkage disequilibrium with this variant could be responsible for the

observed association.

Laaksonen et al. (29), in a functional study of this same SREBF1 variant,
showed that CC homozygotes had a higher cholesterol synthesis rate than CG or GG
carriers, but they found no effect of the gene variant on plasma cholesterol levels.
Another report performed by Miserez et al. (30), in HIV-infected individuals, found that

Pl users who were C-allele carriers presented increase in plasma cholesterol levels. In
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our study we found no differences in plasma cholesterol levels between genotype
groups, but these results also argue for some functional effect of this nucleotide

change.

In our study, LD prevalence was higher in white than in non-white individuals.
The white ethnicity was more prevalent in LD and its subtypes (Poisson regression
analysis). We found different patterns of LD: LH was more prevalent in white
individuals, whereas LA was more prevalent in non-white individuals. Our findings are
in agreement with other reports that show differences in the prevalence of LD between
white and non-white individuals (31), even when they live in the same environment.
However, differences exist between ethnic groups between countries. Therefore, our
results suggest that differences in genetic background may influence these

discrepancies in LD prevalence among studies.

Regarding PPARG, our results are in line with those by Saumoy et al., who did
not find relationship between PPARG Prol12Ala SNP and presence of LD or metabolic
disturbances in Spanish HIV-infected individuals on HAART (32). In the opposite
direction, the Ala variant (G-allele) seems to be associated with a protective
cardiometabolic risk profile when compared to Pro in HIV/HCV co-infected patients,
since it was associated with lower total cholesterol, LDL cholesterol and HOMA-IR
(33). Despite Prol2Ala polymorphism is associated with greater insulin sensitivity in
individuals not infected with HIV, a higher prevalence of Ala variant was observed in
diabetic subjects with HIV receiving HAART. In this way, it is suggested that PPARG
genetic variation could have deleterious effect in insulin signaling in this specific group
of patients (34), but our findings did not corroborate these results.

The first study to report susceptibility between the -238 G>A polymorphism in
the TNF promoter region and the development of LD in HIV-infected patients was done
by Maher et al. (35). The authors observed that the frequency of A variant was
significantly different in patients with LD when compared to those without LD. However,
their results were based on a sample of 96 patients with only 9 carriers of the A allele.

We did not find evidence corroborating their results.
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The prevalence of MetS in PLHIV can range from 7% to 52%, due to study
design, sample population and definition used (12). In our sample, we found a
prevalence of 37.1%. Even through high prevalence of LD that we observed (51.1%),
such anthropometric modifications are not following by glycemic and lipid profile
alterations (data not shown). This results according to Sacilotto et al. 2017 (36). Also,
we did not detect the influence of risk alleles in SREBF1, PPARG, TNF and FTO genes
on MetS development.

The HIV virus and ARV drugs negatively impact adipocytes, modifying their
metabolic function, distribution and energy storage; but not singly. Together, aspects
of lifestyle, age, sex, ethnicity and genetic background contributes to changes in
adipose tissue and genes related to its metabolism, regulation, maturation and
immunology. All these factors demonstrate the complex interaction between HIV
infection, therapeutic regimen and host characteristics to LD developmet - a clinically

heterogeneous syndrome (6).

This study has some limitations. First, its cross-sectional design provides
associations and not causality. Secondly, each antiretroviral does not cause the same
effect on metabolic traits and can interact with each other. Thirdly, the lipodystrophy
diagnosis was done by clinical observations and therefore there is some degree of
subjectivity. Fourthly, we analyzed only one SNP in each gene; we cannot rule out that

other variants in these same genes are involved in the phenotypes evaluated herein.

In conclusion, our results show that FTO rs9939609 A-carriers presented a
higher prevalence of lipoatrophy and lipohypertrophy development, while SREBF1
rs2297508 G-carriers presented a higher risk of lipohypertrophy. This is the first study
to our knowledge that analyzed FTO and SREBF1 SNPs with lipodystrophy among
HIV-infected population on regular HAART. Thus, we believe that further genetic
studies will be helpful to uncover the molecular mechanisms underlying adipose tissue
redistribution and its related metabolic disorders in PLHIV on HAART.



Future perspective

Development of new classes of antiretroviral drugs acting more effectively in
blocking the HIV replication cycle.

Availability of new generation drugs with a better pharmacokinetic profile,
higher rates of viral suppression, high genetic barrier, lower toxicity and risk of
discontinuation to adverse events, besides greater dosage easy.

Drugs with lower impact on lipid metabolism disorders and lipodystrophy
syndrome.

More representative studies using the Phenome-wide association study
(PheWAS) approach, in order to effectively identify pharmacogenetic traits
associated with multiple phenotypes observed in HIV-infected patients on
HAART.

Reducing the cost of genetic testing and increasing the accessibility of
pharmacogenetic tests in clinical practice in order to target the choice of
antiretroviral drugs individually, increasing therapeutic success and minimizing
viral resistance.

Epigenetics as a tool to narrow the gaps regarding responses to drugs.

Disseminate the importance of pharmacogenetics among health professionals.
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Executive summary

HIV infection and highly active antiretroviral therapy (HAART)

e The human immunodeficiency virus (HIV) is a chronic disease which weakens the
immune system defense (CD4+ T cells);

e The landscape of HIV infection changed by introduction of highly active antiretroviral
therapy (HAART) in the 90’s;

HAART

e Is composed by five groups of drugs according to the mechanism of action on viral
replication: nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs), non-NRTIs
(NNRTIs), protease inhibitors (PIs), and, more recently, integrase inhibitors and
entry inhibitors;

Metabolic side effects

e HIV infection is accompanied by chronic adverse effects, such as dyslipidemia and
lipodystrophy syndrome, as consequence of a complex interaction between
antiretrovirals, HIV infection itself and genetic background;

Polymorphisms in candidate genes

e Genetic variations contribute to metabolic and lipidic disorders and changes in fat
distribution;

e The FTO rs9939609 T/A polymorphism was associated with lipoatrophy and
lipohypertrophy in our HIV-infected sample;

o The SREBF1 rs2297508 G-allele carriers were significantly associated with
lipohypertrophy development;

¢ Wedid not find association PPARG Prol12Ala C>G and TNF -238 G>A with presence
of LD or metabolic disturbances;

Ethnicity contribution in lipodystrophy development

e Lipodystrophy prevalence was higher in white individuals. The lipohypertrophy was
more prevalent in white individuals whereas lipoatrophy subtype was the most
prevalente in non-white individuals.

Conclusions

e This is the first study to evaluate the influence of FTO and SREBF1 variants in
lipodystrophy syndrome in HIV-infected subjects on HAART;

e Other studies with follow up are needed to replicate and further investigate the
contribution of these and other variants in metabolic complications and lipodystrophy
syndrome in HIV-infected individuals.
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Table 1. Main demographic, clinical and anthropometric characteristics of 706 HIV-infected individuals on HAART.

Characteristics

HIV-infected patients

White individuals

Non-white individuals

P

(n =706) (n =391) (n =315) (White vs. Non-white individuals)

Demographic

Age, years 43.0+9.6 43.0+9.8 429+94 0.8132

Male sex, % (n) 55.2 (390) 52.4 (205) 58.7 (185) 0.110°
Clinical

HAART duration (months), median [IQR]  61.0 [33.0 — 106.2] 65.0 [34.0 — 105.0] 59.0[30.0 — 107.0] 0.312°

Pl users, % (n) 49.9 (352) 52.9 (207) 46.0 (145) 0.080°

NNRTI users, % (n) 52.4 (370) 49.9 (195) 55.6 (175) 0.153°

Diabetes mellitus, % (n) 6.2 (38)! 5.4 (19) 7.2 (19) 0.452°

Metabolic syndrome, % (n) 37.1 (262) 40.2 (157) 33.3 (105) 0.074°
Anthropometric

Lipodystrophy, % (n) 51.1(360)2 58.6 (229) 41.7 (131) <0.001°

BMI (kg/m?) 25.1+ 453 25.4+4.38 248+4.1 0.0902

Data are mean + SD or percentage; 2Independent samples T-test; "PPearson chi-square with continuity correction; “Mann-Whitney’s U non-parametric test; P from adjusted residuals from chi-square; 'Data available
for 614 individuals; ?Data available for 705 individuals; *Data available for 389 individuals.
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Table 2. Prevalence of lipoatrophy, lipohypertrophy and mixed subtypes in HIV-infected individuals on HAART with lipodystrophy.

Characteristics HIV-infected patients White individuals Non-white individuals _ p2 o

(n = 360) (n =229) (n=131) (White vs. Non-white individuals)
Lipoatrophy, % (n) 41.1 (148) 36.2(83) 49.6 (65) 0.013°
Lipohypertrophy, % (n) 25.3 (91) 29.7 (68) 17.6 (23) 0.011°
Mixed, % (n) 33.6 (121) 34.1(78) 32.8 (43) 0.811°

aPearson chi-square with continuity correction = 8.519: P = 0.014; PP from chi-square adjusted residuals.
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Table 3. Genotype frequencies of TNF rs361525, PPARG rs1801282, SREBF1
rs2297508, FTO rs9939609 gene variants according to ethnicity in HIV-infected

individuals.
Ethnicity P value?
GENE Genotype Freque(z)ncies White individuals  Non-white individuals
n (%) n (%) n (%)
GG 600 (87.0) 327 (86.7) 266 (86.9)
TNF GA 86 (12.5) 49 (13.0) 37 (12.1) 0.453
rs361525
AA 4 (0.6) 1(0.3) 3(1.0)
CcC 605 (85.7) 332 (84.9) 273 (86.7)
PPARG CG 100 (14.2) 59 (15.1) 41 (13.0) 0.400
rs1801282
GG 1(0.1) 0 1(0.3)
CcC 224 (31.8) 142 (36.3) 82 (26.1)
SREBF1 CG 357 (50.6) 193 (49.4) 164 (52.2) 0.003
rs2297508
GG 124 (17.6) 56 (14.3) 68 (21.7)
TT 259 (37.2) 144 (37.3) 115 (37.1)
FTO TA 326 (46.8) 182 (47.2) 144 (46.5) 0.955
rs9939609
AA 111 (15.9) 60 (15.5) 51 (16.5)

IPearson x? test; TNF, Tumor Necrosis Factor; PPARG, Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma; SREBF1, Sterol Regulatory
Element Binding Transcription Factor 1; FTO, Fat Mass and Obesity associated. Total genotyped individuals to TNF rs361525 = 690; PPARG
rs1801282 (Prol2Ala) = 706; SREBF1 rs2297508 = 705; FTO rs9939609 = 696.
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Table 4. Genotype frequencies of TNF rs361525, PPARG rs1801282, SREBF1 rs2297508, FTO rs9939609 gene variants under dominant
model in HIV-infected patients with lipodystrophy (LD) and subtypes and no LD.

GENE, rs Genotype No LD % (n) LA % (n) LH % (n) MIXED % (n) P!

TNF, rs361525 A-c(;rGriers 8172'?7((24920)) 8145'?1((12224;) ig:g g% 817é?1((11042)) 0.879
PPARG, rs1801282 G—cgr(r:iers 8172'?5((34032)) 81352((1224‘;) ig:g gg; 8154.19((11083)) 0.529
swear e o &, BIWS 1D mIED 21 o
rooneos TGS By mes s o

lPearson x? test; LD, lipodystrophy; LA, lipoatrophy; LH, lipohypertrophy. TNF, Tumor Necrosis Factor; PPARG,
Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma; SREBF1, Sterol Regulatory Element Binding Transcription
Factor 1; FTO, Fat Mass and Obesity associated.
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development and their subtypes in HIV-infected individuals on HAART.
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regression model and predictive variables for lipodystrophy

Outcome Variables PR 95% ClI P value
Sex (female) 1.12 0.98-1.29 0.106
Age (years) 1.01 1.00-1.02 0.001
HAART duration (months) 1.00 1.00-1.01 <0.001
Lipodystrophy Ethnic group (white individuals) 137 1.18-159 <0.001
(n = 668) TNF rs361525 (A-carriers) 1.00 0.81-123 0.992
PPARG rs1801282 (G-carriers) 1.17 1.00-1.40 0.088
SREBF1 rs2297508 (G-carriers) 1.18 1.00-1.36 0.052
FTO rs9939609 (A-carriers) 123 1.06-1.44 0.006
P <0.001
Sex (female) 1.03 0.87-1.23 0.713
Age 1.02 1.01-1.03 <0.001
_ HAART duration 1.01 1.00-1.01 <0.001
Lipoatrophy Ethnic group (white individuals) 1.32 1.11-158 0.002
(n =580) TNF rs361525 (A-carriers) 0.99 099-0.77 0.912
PPARG rs1801282 (G-carriers) 1.19 0.95-1.49 0.130
SREBF1 rs2297508 (G-carriers) 1.19 098-1.44 0.076
FTO rs9939609 (A-carriers) 125 125-1.04 0.018
P <0.001
Sex (female) 140 1.14-1.73 0.002
Age 1.01 1.00-1.02 0.215
HAART duration 1.01 1.00-1.01 <0.001
Lipohypertrophy  Ethnic group (white individuals) 1.70 135-2.16 <0.001
(n =526) TNF rs361525 (A-carriers) 1.07 0.76 -1.49 0.708
PPARG rs1801282 (G-carriers) 1.18 0.90-1.55 0.239
SREBF1 rs2297508 (G-carriers) 1.31 1.04-1.65 0.024
FTO rs9939609 (A-carriers) 131 1.04-1.63 0.019
P <0.001

PR, prevalence ratio, 95% ClI, 95% confidence interval; TNF, Tumor Necrosis Factor; PPARG, Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Gamma; SREBF1, Sterol Regulatory Element-Binding Transcription Factor 1; FTO, Fat Mass and

Obesity associated.
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Abstract

HIV-infected individuals on chronic use of highly active antiretroviral therapy (HAART)
are more likely to develop adipose tissue and metabolic disorders, such as
lipodystrophy (LD) and metabolic syndrome (MetS). The development of these
phenotypes is known to be multifactorial. Thus, variants in genes implicated in
adipogenesis and lipid metabolism may increase susceptibility to LD and MetS. It is
speculated that sirtuin 1 (SIRT1), due to its role in the regulation of transcription factors
involved in energy regulation, may influence the outcome of these disturbances.
Therefore, we genotyped four polymorphisms located in SIRT1 (rs2273773 T>C,
rs12413112 G>A, rs7895833 A>G, rs12049646 T>C) in 832 HIV-infected patients
receiving HAART by real-time polymerase chain reaction. The prevalence of LD was
55.8% and MetS was 35.3%. Lipoatrophy was the most prevalent subtype in all sample
(38.0%) and showed significant difference between white and non-white. None of the
genetic variants investigated in SIRT1 was associated with the phenotypes. White
individuals and those in longer time of HAART use were more likely to develop LD. We
concluded that these SIRT1 polymorphisms are not predictive factors to development

of lipodystrophy and metabolic syndrome in HIV-infected individuals.
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Introduction

The Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS), caused by the human
immunodeficiency virus (HIV), is globally recognized as an epidemiological
phenomenon. Currently, approximately 37 million people are living with HIV (PLHIV)
in the world (UNAIDS, 2017). The Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART)
improves the quality of life of HIV-infected individuals, since it completely or almost
completely inhibits viral replication, improves the immune system and decreases the

incidence of opportunistic infections (Nijhawan, 2012).

It has been shown that HIV-infected individuals in regular use of HAART are at
increased risk of developing a variety of metabolic disorders and fat redistribution
(Cunha et al., 2015). The latter is known as lipodystrophy syndrome (LD) and can be
present as the following subtypes: lipoatrophy (LA), which consist of peripheral
subcutaneous fat loss, whereas lipohypertrophy (LH) occurs when there is
accumulation of adipose tissue, mainly central fat gain. It is possible, also, to observe
both phenotypes simultaneously, namely mixed lipodystrophy (Guaraldi et al., 2013).
The LD prevalence is highly variable among studies due to lack of consensus to
definition, diagnostic methods, genetic background, antiretroviral (ARV) drugs scheme

and lifestyle factors (Alves, 2014).

LD can be accompanied by insulin resistance and dyslipidemia. These changes
are predictive to metabolic syndrome (MetS) development, characterized by a set of
cardiovascular disease risk factors (CVD), including hypertriglyceridemia, decreased
high-density lipoprotein cholesterol levels (HDL-c) and central obesity (Swami, 2016).

The prevalence of MetS among HIV-infected patients is also variable among studies,
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mainly due to the criteria of classification, antiretroviral regimen, sample size and study

design (Calza et al., 2017).

The exact mechanism subjacent to LD and MetS development is not elucidated
and is believed to be multifactorial (Sacilotto et al., 2017). We have shown evidence
that genetic variants in candidate genes involved in adipogenesis and lipid metabolism
may be predictors of the occurrence of these metabolic and anthropometric disorders

(Gasparotto et al., 2012; Lazzaretti et al., 2013).

The silent information regulator 2 (Sir2) regulates aging and lifespan through
caloric restriction in Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans and
Drosophila melanogaster (Chen and Guarente, 2007). Caloric restriction (CR) is
defined as a nutritional intervention to reduce energy intake (20-50%), without
malnutrition, able to decrease total body weight and fat mass, to minimize plasma
levels of lipid profile markers (such as total cholesterol and triglycerides), attenuating
mediators of inflammation (C-reactive protein, interleukin-6, tumor necrosis factor) and
improving glucose homeostasis by inhibiting inflammatory pathways while activating
multiple routes that promote decreased lipogenesis (Chen and Guarente, 2007; Kitada

et al., 2013).

In lower species, as previously mentioned, the effects of CR have been shown
to be mediated by Sir2 regulator. The effects of this protein in extending lifespan occur
by downstream regulation mechanisms under certain conditions in specific tissues,
whereas its inactivation shortens this period. The enzymatic activity of Sir2 is based as

nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+)-dependent deacetylation reaction and is
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connected with the detection of cellular energetic state (nutrients). This protein is highly
conserved in several species, from bacteria to mammals (Chen and Guarente, 2007)
and presents orthologous genes in higher eukaryotes that are known as sirtuins -
SIRTs (Kitada et al., 2013), abbreviation of Silent Information Regulator Two proteins

(Michan and Sinclair, 2007).

In mammals, the sirtuin family is comprised by seven proteins (SIRT1-7). Sirtuin
1 (SIRT1), encoded by SIRT1 gene (10g21.3), homologous to yeast Sir2, is the most
well-characterized member of class Il histone deacetylases group (HDACs) (Haigis
and Sinclair, 2010). SIRT1 exerts important biological functions in the regulation of
cellular homeostasis, especially metabolism, inflammation, oxidative stress and
senescence (Lomb, 2010). SIRT1 deacetylates various transcription factors and target
proteins involved in lipid and energy regulation, that play roles in adipogenesis and

mobilization of fat in white adipose tissue (Clark et al., 2012).

So far, studies have shown a relationship between SIRT1 and the HIV virus,
due to its ability to modulate viral replication: SIRT1 recycles HIV-Tat protein, which is
critical for transcriptional activation of HIV-1 provirus and induces T-cell hyperactivation
(Pagans et al., 2005; Kwon et al., 2009; Zhang e Wu, 2009; Pinzone et al., 2013;
Shirakawa et al., 2013). Studies examining the influence of genetic variants on SIRT1
and the occurrence of metabolic disorders in HIV-infected individuals under HAART
have not been performed yet. In order to investigate this possible relationship, we
selected four single nucleotide polymorphisms (SNPs) in SIRT1 gene: two in the

promoter region (rs7895833 A> G and 12049646 T> C), one in in the intron 4
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(rs12413112 G> A) and one in exon 5 (rs2273773 T> C), in order to evaluate their

possible contribution to LD and MetS occurrence in PLHIV on regular HAART.

Material and Methods

Subjects: this cross-sectional study was conducted with 832 consecutive HIV-infected
patients recruited from three reference centers in southern region (RS) Brazil
(HIV/AIDS Ambulatory Unit of Hospital de Clinicas from Porto Alegre/RS, HIV
Ambulatory Care of Hospital Universitario Dr. Miguel Riet Correa Jr. from Rio
Grande/RS, and HIV/AIDS Specialized Assistance Service from Pelotas/RS) from
March 2006 to November 2008 and between October 2016 and June 2018. The
enrolled subjects were older than 18 years old, in regular use of HAART for at least 12
months, using two nucleoside reverse transcriptase inhibitors - NRTIs (tenofovir or
zidovudine plus lamivudine) and one non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor -
NNRTI (efavirenz) or protease inhibitors - PI (lopinavir and atazanavir with and without
ritonavir), and viral load below the detection limit of test (50 copies/mL). Pregnant
women and patients with neurological illness that impairs the understanding of the

study were excluded.

Ethical considerations: this research was approved by the Research Ethics
Committees from all centers above mentioned and of the Federal University of Health
Sciences of Porto Alegre. All participants signed an informed consent statement before

assenting to participate in this study.

Subjects characteristics: demographic and lifestyle characteristics were obtained

through interviews. Particularities about HIV infection and treatment (time of diagnosis,
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current ARVs and use of other drugs) as well as other clinical information were
obtained from medical records. Patients were classified phenotypically by the
interviewer as white and non-white individuals, as discussed in previous works by our

group (Lazzaretti et al., 2013; Castilhos et al., 2015).

Biochemical and anthropometric parameters: lipid profile determinations
(triglycerides, total cholesterol, and high-density lipoprotein (HDL) cholesterol), fasting
serum glucose and viral load are part of patients’ routine care. Physical examination
was evaluated through weight (kilograms), height (meters), waist circumference
(centimeters) and seven skinfolds by physician. To assess total subcutaneous fat, the
sum of skinfolds was grouped into three categories: limb subcutaneous fat (LSF):
biceps, triceps and calf folds; central subcutaneous fat (CSF): subscapular, axillary,
suprailiac and abdominal; and total subcutaneous fat (TSF) was the sum of LSF and
CSF (Florindo et al., 2004). Body mass index (BMI) was calculated using the following
formula: BMI = weight in kilograms/(height in meters)?. LD diagnosis was performed
by the physician at each center and patients were classified as follows: without LD;
lipoatrophy (LA), was defined when observed fat reduction in face, arms and/or legs,
thin buttocks and venous prominence; lipohypertrophy (LH) was identified by
abdominal fat accumulation, gynecomastia in men or increased breasts in women,
lipomas through the body or in dorsocervical region (buffalo hump); mixed pattern
occurred when at least one feature of LA and LH were present together (Alves, Brites
e Sprinz, 2014). Metabolic syndrome (MetS) classification was based on International
Diabetes Federation (IDF) consensus (IDF, 2006) as waist perimeter = 94 cm in male
or 2 80 cm in female plus any two of the following four factors: serum triglycerides =

150 mg/dL or treatment for this lipid abnormality; HDL-cholesterol < 40 mg/dL in males
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and < 50 mg/dL in females or drug treatment for reduced HDL-cholesterol; systolic
blood pressure = 130 or diastolic blood pressure = 85 mm Hg (or hypertension
treatment); fasting plasma glucose = 100mg/dL or previously diagnosed type 2

diabetes (T2D).

Molecular analysis: blood samples were collected and sent to Molecular Biology
Laboratory for DNA extraction from peripheral leukocytes using a high salt
concentration precipitation standard method. Four polymorphisms in SIRT1 gene,
rs7895833 A>G (promoter region), 12049646 T>C (promoter region), rs12413112 G>A
(intron 4) and rs2273773 T>C (exon 5) were genotyped by real-time polymerase chain
reaction (PCR) using hydrolysis probe allele discrimination assays (TagMan; Applied

Biosystems, Foster City, CA). Appropriate controls were used in all the analyses.

Statistical analysis: a chi-squared test was used to assess the agreement of
genotype frequencies with those expected under Hardy-Weinberg equilibrium.
Anthropometric and lipid parameter means were compared between genotypes using
analysis of variance (ANOVA) and T-tests for independent samples when normally
distributed. Differences between groups were compared with the post-hoc Tukey test
when appropriate. Asymmetrically distributed data (triglycerides levels, LSF, CSF,
TSF, leptin and adiponectin levels and leptin/adiponectin ratio) were transformed into
natural logarithm before statistical analysis. To estimate the contribution of genotypes
to LD, LA and LH phenotypes separately and MetS we used Poisson regression with
robust variance due to its increased accuracy for analysis of cross-sectional studies

with frequent binary outcomes (Barros and Hirakata, 2003). Data analyses were
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performed with SPSS version 22.0 for Windows software (IBM, Armonk, NY). All tests

were two-sided and the differences were considered significant when P < 0.05.

Results

Subjects characteristics of the participants

Table 1 summarizes the main demographic, clinical and anthropometric
characteristics of the 832 HIV-infected subjects enrolled in this research. More than
half the sample were males (55.3%). Of total individuals, 59.5% were phenotypically
characterized as white (European ancestry) and 40.5% were non-white individuals
(African ancestry); and their mean age was 43.3 + 10.0 years. The median of HAART
duration was 66.0 months. Nearly all patients were on at least 3 ART drugs, comprising
96.6% using NRTIs, 51.3% on NNRTIs, while 50.8% were receiving Pls. Diabetes

mellitus (DM) showed a prevalence of 7.6% of patients and MetS of 35.3%.

The mean BMI in our sample was 25.2 + 4.6 kg/m? and the prevalence of LD
was 55.8%. Among LD patients, the most prevalent subtype was LA (38.0%), followed

by mixed pattern (36.4%) and LH (25.6%).

LD prevalence was higher in white (63.2%) than in non-white individuals (43.9%;
P <0.001, Table 1). When we compared prevalence of LD subtypes between both
ethnic groups, we observed that the mixed subtype was the most prevalent in white
individuals (38.7%) while LA was the most prevalent in non-white individuals (47.9%).
LH prevalence was higher in white than non-white individuals with marginal
significance (28.1% versus 20.3%, respectively, P = 0.072). The LA subtype presented

a frequency of 47.9% in non-white individuals and 33.2% in white individuals (P =
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0.002). The mixed phenotype did not present a significant difference between the two

ethnic groups (P = 0.151).

Allele and genotype frequencies

Minor allele frequencies of SIRT1 polymorphisms analyzed in our study were:
rs2273773 (T>C): 0.11; rs7895833 (A>G): 0.25; rs12049646 (T>C): 0.09 and
rs12413112 (G>A): 0.11 and are close to those found by 1000 Genomes Project Phase

3 ( www.ensembl.org ) in European and African populations. However, the rs2273773

and rs7895833 genotype frequencies were not distributed according to Hardy-
Weinberg equilibrium in our sample (Pearson's chi-squared test). The values seen for
SNP rs2273773 were: TT = 636; TC = 140 and CC = 18 while the expected values
would be: TT = 629; TC = 155 and CC = 10. The values seen for SNP 7895833 were:
AA = 465; AG = 280 and GG = 60 while the expected values would be: AA = 452; AG
= 302 and GG = 50. No deviation from Hardy-Weinberg equilibrium was found for

rs12049646 and rs12413112 variants.

The success rate of the genotyping assay by real-time PCR was 100% to

rs12413112, 95.4% to rs7895833; 94.0% to rs2273773 and 92.5% to rs12049646.

Genotype frequencies of all SNPs are shown in Table 2. The SNPs frequencies
when compared between white and non-white individuals and no significant

differences were observed.
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Association analyses between SIRT1 polymorphism and lipodystrophy and

metabolic syndrome

The genotypes frequencies for the SIRT1 polymorphisms were compared in
individuals without LD and presenting the three LD subtypes separately (Table 3). No

significant differences in variants frequencies among these subgroups were observed.

Next, we used Poisson regression multivariate analyses to evaluate if the SIRT1
genetic variants adjusted by biodemographic variables could be predictors to MetS
(Table 4) and LD development (Table 5). Regarding the polymorphisms, none was a
significant contributor for both phenotypes. The same Poisson regression model was
tested on LA and LH separately (Table 6) and we found identical results, with no
significant association of SNPs in the SIRT1 gene and risk of different LD

subphenotypes development.

Nevertheless, the analyses with biodemographic variables showed that age
(years), HAART duration (months) and white individuals are predictors to a higher risk
to LD development. The same predictive variables were significant predictors of LA,
particularly. For LH, in addition to HAART duration and ethnicity (white individuals), the
female gender also contributed to occurrence of this phenotype. Regarding MetS, only

higher age contributed significantly to this metabolic disorder.

Discussion

In this study, we analyzed the association between variants in SIRT1 gene with

lipodystrophy and metabolic syndrome occurrence in HIV-infected patients on HAART.
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To our knowledge, this is the first study to investigate this relationship and our results
suggest that genotypes of rs12413112, rs7895833, rs2273773 and rs12049646
polymorphisms in SIRT1 are not predictor factors of metabolic disorders in Brazilian

patients infected by HIV using regular antiretroviral regimen.

The Brazilian population consists a unique setting to study HIV-infected
patients, due to a highly successful program of antiretroviral therapy distribution to all
infected patients free of charge and according to the same guidelines all over the
country. These patients are mostly treated in reference centers maintained by the
Brazilian Ministry of Health, which favors the recruitment of a higher number of patients
as presented herein. Furthermore, this work includes a high number of women and

individuals of African ancestry, mainly neglected in other studies.

Metabolic balance results from a complex interaction between calorie intake,
expenditure and energy storage, intimately orchestrated by many signaling pathways
and genetic expression. The physiological and molecular mechanisms underlying this
regulation are variable between individuals. It is widely accepted that genetic
background, gender, behavior factors and environmental influences act in the
disruption of energy homeostasis and adipose tissue distribution (van der Klaauw and

Farooqi, 2015).

In this context, mammalian sirtuin 1 protein (encoded by SIRT1 gene) has
attracted attention into metabolic disorders studies due to its contribution in several
physiological processes, including glucose metabolism and adipogenesis. Its yeast

orthologue, silent information regulator 2 (encoded by SIR2 gene), was capable of
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extend lifespan in lower organisms thought prolonged calorie restriction (CR). The
positive effects of prolonged CR in health are due its ability to delay the onset of age-

related diseases (Dali-Youcef et al., 2007).

Some studies have shown that single nucleotide polymorphisms (SNPS) in
SIRT1 can change their expression and activity leading to individual susceptibility to
obesity and related metabolic disturbances in non-HIV infected subjects (Kurylowicz,
2016). In a large Dutch cohort (n = 3575), subjects bearing the TC genotype of
rs2273773 T>C presented a BMI 0.5 kg/m? higher than TT homozygotes. In another
study with Japanese healthy subjects, the rs7895833 G>A and rs2273773 T>C SNPs
were associated with laboratory (biochemical, metabolic and lipid) and anthropometric
parameters. Men carriers of the A allele of rs7895833 compared to GG homozygotes
had higher body fat ratio and BMI. Body fat ratio was also higher in men TT
homozygotes for rs2273773 as well as hyperglycemia (Shimoyama et al., 2011). Our
results do not support these findings and are in accordance with some genome
association studies who failed to find relationship between SIRT1 SNPs and obesity-
related phenotypes in the general population. Meneguette et al. (2016) did not find
difference in genotype and allele frequency of rs7895833 A>G SNP SIRT1 between
Brazilian adult’s individuals with metabolic syndrome (MetS) and those without (P =
0.24). The minor allele-G frequency was 0.28 in subjects with MetS and 0.265 in non-

MetS (Meneguette et al., 2016).

In the present study, the genotype frequencies of rs12413112, rs7895833,
rs2273773 and rs12049646 polymorphisms in SIRT1 gene were compared between

LD subtypes and no-LD patients, but no significant differences were detected. Then,
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we used Poisson regression multivariate analyzes to evaluate the contribution of
demographic and clinical variables and common allele SNPs to MetS and LD
development. Again, none of the genetic polymorphisms were predictive to the
occurrence of this phenotypes. We observed that the higher age (years) was a risk
factor to MetS. Regarding LD and LA subtypes development, age (years), HAART
duration (months) and ethnic group (white individuals) were predictive to lipodystrophy
development. However, for LH subtype we found that HAART duration (months),
ethnic group (white individuals) and female gender were significantly associated with

this outcome.

It has already been established that sex and gender influence fat deposition
pattern as well as adipose tissue function (Palmer and Clegg, 2015) and endocrine
diseases (Lauretta et al., 2018). Galli et al. (2003) reported that in HIV-infected
individuals, abdominal and breast fat accumulation rather than subcutaneous fat
wasting has been shown to be the dominant manifestation in women on HAART in
addition to hypertriglyceridemia. Regarding ethnicity, white individuals were more likely
to develop LD than non-whites. However, while in white individuals the lipohypertrophy
and mixed subtypes were more prevalent than in non-whites, the predominant pattern
in non-whites was lipoatrophy (Galli et al., 2003). Andany et al. (2011), studying HIV-
infected subjects from Canada, verified that white individuals had a greater chance of
presenting body fat changes, especially central lipohypertrophy and peripheral
lipoatrophy in males but not females, when compared to their non-white counterparts
(Andany et al., 2011). Although their population is hardly comparable to the studied

herein regarding ethnicity, their and our results reinforce the idea that lipoatrophy and
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lipohypertrophy phenotypes are singular entities, with distinct multifactorial underlying

etiology.

The prevalence of LD and MetS in PLHIV is widely variable due to study design,
sample heterogeneity and criteria used to diagnosis (Loonam and Mullen, 2012; Alves,
2014). LD is a complex syndrome, which requires an accurate clinical view, patient
report and anthropometric evaluation, classifying it as an unique entity (Koethe, 2017).
Similarly, the pathophysiology of MetS in HIV-infected population may include the HIV
itself, ARVs drugs chronic use and persistent inflammation (Srinivasa and Grinspoon,
2014). In our research, we found a prevalence of 55.8% of LD and of 35.5% of MetS.
Although more than half of our sample had lipodystrophy, glycemic and lipid
disturbances did not always follow this phenotype. These findings are corroborated by
Sacilotto et al. (2017) that did not find statistical significant differences between

metabolic profile alterations among lipodystrophy subtypes (Sacilotto et al., 2017).

In the present study, the genotypic frequencies of the SNPs rs2273773 T>C and
rs7895833 A>G in SIRT1 gene were not according Hardy-Weinberg equilibrium. We
considered some possibilities: first, recruitment bias. However, the other two
polymorphisms (rs12049646 T>C and rs12413112 G>A) and several other SNPs
previously investigated by our group in this same sample are in compliance with Hardy-
Weinberg equilibrium. Second, error in genotyping assay by real time PCR.
Nonetheless, appropriate controls were used in each batch and the probes used
clearly were able to discriminate genotypes Third, the Hardy-Weinberg deviation
occurred by chance because the differences observed between expected and

observed were small.
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It is known that HIV infection causes immune activation and persistent
inflammation condition via cytokine production of latently infected CD4+ T cells in
adipose tissue. The exacerbated local cytokines activate these resting cells and
promote viral shedding which, hence, increases proinflammatory mediators from
adipocytes thus releasing the viral protein R (Vpr) and Trans-activator of transcription
(Tat) HIV-proteins (Koethe, 2017). Tat is a crucial regulatory protein with a key role on
viral transcription and HIV pathogenesis (de Goede et al., 2015). Experimental studies
showed that preadipocytes exposed to Tat protein do not achieve maturation due to
decreased mRNA of adiponectin, peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARYy) and glucose transporter type 4 (GLUT4), while increase proinflammatory
cytokine and reduce glucose uptake (Koethe, 2017). The relationship of SIRT1 and
HIV-infection has already been described, once SIRT1 is able to promote deacetylation
and acetylation cycles that regulated HIV transcription, acting as transcriptional
coactivator and inducing T-cells hyperactivation (Pagans et al., 2005; Kwon et al.,
2009). Also, Tat is a substrate to SIRT1 enzymatic activity, through binding in the active
center of deacetylase domain, leading to inhibition of SIRT1 function (Zhang and Wu,

2009).

Once suppressed, SIRT1 induces the acetylation of p53 that can arrest cell
cycle in HIV infected cells and high expression of p21 and BAX (Thakur et al., 2012).
This information could explain why we did not find any association between variants in
SIRT1 with metabolic imbalance and anthropometric disturbances in our sample. Thus,

we suggest that HIV virus and infection itself should act in other ways in the SIRT1
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activity besides its suppression by Tat-HIV protein. Also, the ARV drugs may impair

SIRT1 expression and their target genes in a manner that has not been yet identified.

The present study has some limitations. First, this is a cross-sectional study. So,
it is only able to find associations and not causality. Second, treatment heterogeneity
in our sample. Each antiretroviral drug may act on a different molecular level in SIRT1
expression. We did not investigate this possibility. As far as we know, no study
analyzed this influence at the cellular level yet. Thirdly, the loss of association between
the SNPs investigated in this study and LD and MetS occurrence may be due to non-
genotyping of causative variant within SIRT1 gene. Fourthly, the lipodystrophy
syndrome has heterogeneous character in addiction to absence of a methodological

guideline for the diagnosis; thus, there is some subijectivity in classification.

In conclusion, our results show that the genetic variants rs12413112,
rs7895833, rs2273773 and rs12049646 in SIRT1 gene are not predictive factors of
higher risk of LD and MetS among HIV-infected population on regular HAART. To our
knowledge, the present study is a pioneer investigation of this relationship in the
population infected by HIV. Further experimental research is required to elucidate the
gaps on the mechanism of action of HIV virus and ARV drugs in SIRT1 activity as

deacetylase of genes involved in lipid metabolism and adipogenesis in PLHIV.
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Table 1 - Main demographic, clinical and anthropometric characteristics of 832 HIV-infected individuals on HAART.

. HIV-infected patients White individuals Non-white individuals P
Characteristics (n = 832) (n = 495) (n = 337) (White vs. Non-white individuals)
Demographic

Age, years 43.3+10.0 43.8+£10.2 42.6 +9.72 0.0842
Male sex, % (n) 55.3 (460) 57.2 (263) 42.8 (197) 0.148°
Clinical
HAART duration (months), median [IQR]  66.0 [33.0 — 109.0] 69.0 [35.0 — 113.0] 60.0 [30.0 — 107.0] 0.024¢
Pl users, % (n) 50.8 (423) 62.9 (266) 37.1 (157) 0.051°
NNRTI users, % (n) 51.3 (427) 56.4 (241) 43.6 (186) 0.076"°
Diabetes mellitus, % (n) 7.6 (56)! 62.5 (35) 37.5 (21) 0.990°
Metabolic syndrome, % (n) 35.3 (294) 63.3 (186) 36.7 (108) 0.118°
Anthropometric
BMI (kg/m?) 25.2+4.6° 25.6 +4.9 24.8+4.2 0.025?2
Lipodystrophy, % (n) 55.8 (461)? 63.2 (313) 43.9 (148) <0.001°
Lipoatrophy subtype, % (n) 38.0 (175)? 33.2 (104) 47.9 (71) 0.002¢
Lipohypertrophy subtype, % (n) 25.6 (118)? 28.1 (88) 20.3 (30) 0.072¢
Mixed subtype, % (n) 36.4 (168)? 38.7 (121) 31.8 (47) 0.151¢

Data are mean * SD or percentage; 2lndependent samples T-test; PPearson chi-square with continuity correction; ‘Mann-Whitney’s U non-parametric test; P
from adjusted residuals from chi-square; !Data available for 733 individuals; 2Data available for 826 individuals; *Data available for 716 individuals.
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Table 2 - Genotype frequencies of SIRT1 rs2273773, rs7895833, rs12049646,
rs12413112 genetics variants according to ethnicity in HIV-infected individuals.

Ethnicity P value?!
leRI‘Dl'Sl Genotype Fre?lu((g/:)cies Whiterin((g/io\;iduals Non-whirt]e(ci;;;jividuals

TT 626 (80.1) 378 (81.6) 248 (77.7)

rs2273773 TC 138 (17.6) 75 (16.2) 63 (19.7) 0.405
cC 18 (2.3) 10 (2.2) 8 (2.6)
AA 459 (57.8) 272 (57.3) 187 (58.6)

rs7895833 AG 277 (34.9) 171 (36.0) 106 (33.2) 0.606
GG 58 (7.3) 32 (6.7) 26 (8.2)
TT 645 (83.8) 382 (84.0) 263 (83.5)

rs12049646 TC 117 (15.2) 67 (14.7) 50 (15.9) 0.605
CC 8 (1.0) 6 (1.3) 2 (0.6)
GG 662 (79.6) 385 (77.8) 277 (82.2)

rs12413112 GA 162 (19.5) 103 (20.8) 59 (17.5) 0.121
AA 8 (1.0) 7(1.4) 1(0.3)

lPearson x? test; number of genotyped individuals: rs2273773 = 782; rs7895833 = 794,

rs12049646 = 770; rs12413112 = 832.
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Table 3 - Comparison of genotype frequencies of rs2273773, rs7895833, rs12049646,
rs12413112 genetics variants in SIRT1 among lipodystrophy subtypes.

SIRT1 SNPs Genotype  No LD % (n) LA % (n) LH % (n) MIXED % (n) P
1T 78.1 (268) 80.2 (130) 77.7 (87) 86.2 (137)
rs2273773 TC 19.5 (67) 17.9 (29) 18.8 (21) 12.6 (20) 0.4272
CcC 2.3 (8) 1.9 (3) 3.6 (4) 1.3(2)
AA 55.5 (192) 62.4 (103) 57.0 (65) 58.9 (96)
rs7895833 AG 36.1 (125) 30.9 (51) 34.2 (39) 36.8 (60) 0.5331
GG 8.4 (29) 6.7 (11) 8.8 (10) 4.3 (7)
TT 82.2 (282) 85.7 (138) 81.1 (86) 87.7 (136)
rs12049646 TC 16.9 (58) 13.7 (22) 17.9 (19) 11.0 (17) 0.5702
CcC 0.9 (3) 0.6 (1) 0.9 (1) 1.3(2)
GG 80.8 (295) 80.6 (141) 79.7 (94) 75.6 (127)
rs12413112 GA 18.9 (69) 18.9 (33) 19.5 (23) 21.4 (36) 0.1972
AA 0.3 (1) 0.6 (1) 0.8 (1) 3.0 (5)

1Pearson x? test; 2Fisher's Exact Test; LD, lipodystrophy; LA, lipoatrophy; LH, lipohypertrophy.
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Table 4 - Poisson regression model and predictive variables for metabolic syndrome

(MetS) development in HIV-infected individuals on HAART.

Outcome Variables PR 95% CI P value

Sex (female) 0.95 0.74-1.21 0.664

Age (years) 1.03 1.01-1.04 <0.001

HAART duration (months) 1.00 1.00-1.00 0.976

Metabolic syndrome Ethnic group (white individuals) 1.09 0.85-141 0.504
rs2273773 (C - carriers) 1.01 0.65-1.59 0.954
rs7895833 (G - carriers) 0.98 0.74-1.30 0.887

rs12049646 (C - carriers) 1.11 0.71-1.74 0.643

rs12413112 (A -carriers) 0.85 0.62 -1.17 0.314

Complete model P = 0.006

PR, prevalence ratio, 95% Cl, 95% confidence interval;
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Table 5 - Poisson regression model and predictive variables for lipodystrophy
development and their subtypes in HIV-infected individuals on HAART.

Outcome Variables PR 95% CI P value
Sex (female) 0.89 0.73-1.09 0.259
Age (years) 1.01 1.00-1.02 0.054
HAART duration (months) 1.00 1.00 - 100 <0.001
Lipodystrophy Ethnic group (white individuals) 1.36 1.10-1.68 0.004
rs2273773 (C - carriers) 0.99 0.69-1.42 0.949
rs7895833 (G - carriers) 0.97 0.77 -1.22 0.797
rs12049646 (C - carriers) 0.93 0.64-1.34 0.700
rs12413112 (A -carriers) 0.98 0.77-1.24 0.841
Complete model P <0.001
Sex (female) 1.00 0.80-1.26 0.982
Age (years) 1.01 1.00 -1.03 0.023
HAART duration (months) 1.00 1.00-1.01 <0.001
Lipoatrophy Ethnic group (white individuals) 1.35 1.06 -1.71 0.016
rs2273773 (C - carriers) 0.94 0.60-1.47 0.798
rs7895833 (G - carriers) 0.97 0.75-1.26 0.812
rs12049646 (C - carriers) 0.91 0.58-1.44 0.694
rs12413112 (A -carriers) 0.97 0.74-1.28 0.842
Complete model P <0.001
Sex (female) 0.72 0.56-0.93 0.010
Age (years) 1.01 1.00 -1.02 0.173
HAART duration (months) 1.00 1.00-1.01 <0.001
Lipohypertrophy  Ethnic group (white individuals) 1.66 1.25-2.20 <0.001
rs2273773 (C - carriers) 0.912 0.58-1.44 0.693
rs7895833 (G - carriers) 1.04 0.79-1.39 0.765
rs12049646 (C - carriers) 0.96 0.61-154 0.880
rs12413112 (A -carriers) 1.01 0.74-1.36 0.968
Complete model P <0.001

PR, prevalence ratio; 95% Cl, 95% confidence interval;
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ABSTRACT

BACKGROUD: therapeutic drug monitoring (TDM) is crucial to maintenance of
antiretroviral plasma concentrations within the therapeutic window in people living
with HIV (PLHIV).

OBJECTIVES: to evaluate the feasibility of quantifying atazanavir (ATV) and
efavirenz (EFV) drugs in dried blood spot (DBS) collection in PLHIV of Southern
Brazil.

METHODS: analysis of plasma EFV and ATV was performed according to
previously developed and validated methods. For DBS samples, ATV and EFV
were extracted from one disk (6mm punch diameter), followed by
chromatographic separation in a Kinetex C18 (50%x4.6 mm, 2.6 ym) column.
Detection was performed in a 5500-QTRAP® mass spectrometer, with a run time
of 2.3 min. The sample consisted in 128 individuals taking EFV or ATV for, at
least, 1 year.

FINDINGS: DBS data had a strong positive correlation with validated plasma
method (EFV rspearman = 0.945, P < 0.001 and ATV rspearman = 0.946, P < 0.001).

CONCLUSIONS: EFV and ATV concentration on DBS and plasma
measurements have comparable results and can be an alternative tool to TDM in
PLVHI. However, bureaucratic and logistic settings need to be overcome to DBS
implementation in Brazil in the future.

KEYWORDS: HIV, HAART, therapeutic drug monitoring, DBS.
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1 INTRODUCTION

In 2017, there were 36.9 million people living with human
immunodeficiency virus (PLHIV) worldwide and 1.8 million people were newly
infected (UNAIDS, 2016). Of these, 21.7 million are on antiretroviral therapy
(ART). Of the global statistics, about 1.8 million are in Latin America (Joint United
Programme on HIV/AIDS (UNAIDS) 2017a). In Brazil, there are more than
860.000 PLHIV and 40.000 new cases every year (MINISTERIO DA SAUDE
2018). It is estimated that more than 60% of Brazilian PLHIV were accessing ART
(Joint United Programme on HIV/AIDS (UNAIDS) 2017b).

Since the introduction of highly active antiretroviral therapy (HAART), the
scenario about HIV/AIDS has changed from a deadly to a chronic disease, since
this therapy reduces the occurrence of opportunistic infections while prevents the
transmission of virus and restores the immune system (Deeks et al. 2015). The
treatment consists in a combination of, at least, three drugs, classified according
to their mechanism of action on viral replication: nucleoside transcriptase
inhibitors (NRTIs), non-NRTIs (NNRTIs) and protease inhibitors (Pls). More
recently, entry inhibitors and integrase strand transfer inhibitors (INSTIs) were
included (Novakova et al. 2018). The most widely prescribed HIV treatment
regimen in developing countries are: two NRTIs and one NNRTI or PI, specially
efavirenz (EFV, NNRTI) and atazanavir (ATV, PI) (Boyd e Cooper, 2007;
Mbuagbaw et al., 2010).

Despite the efficacy of new antiretroviral (ARV) drugs and lower toxic
potential, some patients do not achieve viral suppression. Thus, the maintenance
of ARVs plasma concentrations within the therapeutic window is highly important,
in order to prevent viral resistance and ensure viral suppression, safeguarding
therapeutic success, avoiding virological failure and development of adverse
effects (Punyawudho et al. 2016).

Commonly, evaluations of therapeutic drug monitoring (TDM) are

performed in plasma matrix. Obtaining this sample is done by venipuncture and



182

requires trained personnel, infrastructure besides cold storage transport to the
laboratory. This logistics for TDM is costly and scarce in resource-limited settings.
As an alternative, dried blood spot (DBS) assay, generally obtained by fingerprick
and collection of blood on filter card, is cheaper and easier than venous blood
collection. The advantages include small sample volume, self-sampling by
patients at through level, store in room temperature after dry, convenient
transport via normal post from distant areas to reference laboratory, biosafety
and stability of some analytes. These characteristics are beneficial to special
individuals as children, pregnant women, elderly and patients that need routinely
information about drug concentrations (Edelbroek, Heijden e Stolk, 2009;

Enderle, Foerster e Burhenne, 2016; Wilhelm, Burger, den e Swart, 2014).

Usually, to measure the circulating ARVSs levels, the trough concentration
parameter (Cirough) IS the most used. This index represents the minimum level of
the drug during the interval between two doses (Liu et al. 2010). To limit
pharmacokinetic variations, it is important that blood collection (venipuncture or
DBS) occurs, preferably, around the time of the next dose of the drug (AIDSinfo
2018).

Before application in clinical practice for TDM, it is necessary to validate
DBS drug measurement assays, in order to translate DBS concentration to
plasma levels, because the capillary blood obtained from digital puncture may
show different drug concentrations from those obtained by phlebotomy. This is
because capillary blood is a mixture of venous blood and interstitial plus
intracellular fluid, that could explain different values between the two matrices
(Antunes et al. 2016). Additionally, two important facts need to be considered to
convert the information obtained by DBS to plasma level. First, the hematocrit
(Hct): range of Hct values affect the spread of blood across spot in different forms
such as viscosity, homogeneity, drying time and recovery of analyte (Edelbroek,
Heijden e Stolk, 2009; Enderle, Foerster e Burhenne, 2016; Velghe, Troyer e
Stove, 2018; Wilhelm, Burger, den e Swart, 2014). And second, is the fraction of
analyte bound to plasma proteins (fbpp), which is variable within the same Hct
and influences DBS concentration (Li & Tse 2010, Kromdijk et al. 2012).
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Brazil is internationally recognized for its policies of access to the diagnosis
of HIV infection and free access to HAART. Monitoring of circulating drug levels
Is essential to ensure patient adherence and decrease the impact on quality of
life (Hawkins 2010). Pharmacological studies using DBS to assess ARVS in
Brazilian HIV-infected individuals are scarce. Hoagland et al. (2017) evaluated
the concentration of emtricitabine/tenofovir among men who have sex with men
(MSM) and transgender women (TGW) to evaluate the feasibility of pre-exposure
prophylaxis (PrEP) (Hoagland et al. 2017).

Therefore, the aim of this work was to quantify atazanavir (ATV) and
efavirenz (EFV) in DBS sample and to compare with reference plasma
concentrations using previously validated methods (Koal et al. 2005, ter Heine et
al. 2008, Van Schooneveld et al. 2010, Antunes et al. 2011, Kromdijk et al. 2012,
Amara et al. 2015) in order to establish the feasibility of monitoring antiretroviral

treatment using DBS collection in Southern Brazil.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1. Standards, solvents and materials

EFZ, ATZ sulfate and Saquinavir (SAQ) were kindly donated by the
National Institute of Health (NIH), AIDS Research and Reference Reagent
Program (Germantown, USA). Acetonitrile and methanol were purchased from
Merck (Darmstadt, Germany), formic acid, tris buffer and methyl tert-butyl ether
(MTBE) were acquired from Sigma Aldrich (Saint Louis, USA). Whatman 903®
paper was obtained from GE Healthcare (Westborough, USA). Ultra-pure
deionized water was supplied by a Milli-Q RG unit from Millipore (Billerica, MA,
USA).
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2.2. Solutions

Stock (1000 yg mL™"), and working (0.50, 1.00, 10.00, 50.00, 100.00 ug
mL-") solutions of EFZ+ATZ were prepared by dissolution in methanol. SAQ, the
internal standard (IS) working solution, at 2 ug mL', was prepared by dilution of
stock solution (1000 ug mL") of SAQ with methanol. Working solutions of
EFZ+ATZ were prepared at concentrations 20 times higher than calibration and
control levels by dilution with methanol. DBS extraction solution was a mixture of
methanol and acetonitrile (3:1, v/v), containing SAQ at 0.02 ug mL". The IS
solution for plasma analysis was SAQ at 2 ug mL™", also in methanol and

acetonitrile (3:1, v/v).

2.3. Chromatographic and mass spectrometric conditions

The analysis of plasma EFV and ATV was performed according previously
developed and validated by ter HEINE R et al. 2007 and ANTUNES MV et al.
2011. For DBS we followed the reported procedures by ter HEINE R et al. 2008.
Briefly, DBS and plasma samples were analyzed using a TSQ Quantum Access
triplequadrupole mass spectrometer with an electrospray source, coupled to an
Ultimate 3000 XRS UHPLC system, controlled by the Xcalibur software, all from
Thermo Scientific (San Jose, USA). The chromatographic separation was
performed with a Kinetex C18 (50%4.6 mm, 2.6 ym) column, from Phenomenex
(Torrance, CA, USA), maintained at 30 °C. The mobile phase consisted of ultra-
pure water (A) and methanol (B), both containing 0.1 % formic acid, eluted with
the following gradient: 60% A up to 10 min; 10% 10-12 min; 60% by 15 min. The
mobile phase flow rate was 0.5 mL min-t. The MS conditions were: ionization in
positive mode for atazanavir and negative mode for efavirenz, sheath gas
nitrogen at a flow rate of 50 arb; auxiliary gas nitrogen at flow rate of 20 arb;
collision gas argon; vaporizer temperature of 383°C; capillary temperature of 259
°C. MRM monitored transitions of EFZ and ATZ were: EFZ m/z 317 — 232
(quantitation); m/z 317 — 167 and 317 — 224 (qualification) and ATZ m/z 706 —
168 (quantitation); m/z 706 — 335 and 706 — 535 (qualification). Collision
energies were 14, 41 and 25 for EFZ and 41, 29 and 27 for ATZ. Monitored
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transitions for SAQ were m/z 672 — 224 (quantification); m/z 672 — 416 and 672
— 571 (qualification). The therapeutic range of efavirenz is 1.0 — 4.0 pg/mL,
where subtherapeutic levels are less than 1 mg/L and toxic levels higher than 4.0
mg/L (VROUENRAETS SME ET AL 2007). For atazanavir, desirable plasma
concentration is 150-800 ng/mL (GERVASONI et al. 2015).

2.4. DBS sample preparation

One DBS disk (fixed punch diameter of 6 mm) was cut in 2 pieces and
transferred to a 2 mL polypropylene micro tube, followed by addition of 500 pL of
the extraction solution (mixture of methanol and acetonitrile (3:1, v/v) containing
internal standard (IS) at the concentration of 0.02 ug mL™). The tube was agitated
at 500 RPM for 60 min in a ThermoMixer® (Eppendorf, Hamburg, Germany), at
30°C. An aliquot of 450 pL from the supernatant was evaporated in a vacuum
centrifuge at 45 °C and recovered with 150 pyL of mobile phase, followed by 10
min of centrifugation at 15.000g. An aliquot of 10 uL of the resulting supernatant
was injected into the liquid chromatography coupled with tandem mass

spectrometry (LC-MS/MS) system.

2.5. Linearity, precision and accuracy

Calibration samples had concentrations of 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5,
1, 2.5and 5 ng mL?, processed in quintuplicate. Calibration curves were obtained
relating the area ratios from EFZ and ATZ to SAQ peaks. QC samples were
prepared at the concentration levels of 0.025 (quality control at low concentration,
QCL), 0.4 (quality control at medium concentration, QCM) and 4 ug mL* (quality
control at high concentration, QCH). QC samples were processed and analyzed
in triplicate, in each of 3 days. Within-assay precision and between-day precision
were calculated by one-way analysis of variance and expressed as CV%.
Accuracy was evaluated as the percentage of the nominal concentration
represented by the concentration estimated with the calibration curve. The

acceptance criteria for accuracy were mean values within = 15% of the theoretical
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value, and for precision, a maximum CV of 15% was accepted (FDA - Guidance

for Industry: Bioanalytical method validation 2001).

2.6. Determination of EFZ and ATZ in plasma

Plasma samples were prepared using liquid-liquid extraction. Briefly, 200
ML plasma samples were transferred to polypropylene tubes and added with 50
uL of IS solution (SAQ, 2 yg mL™"), 100 uL tris buffer pH 10 and 1000 uL of the
MTBE. After 1 minute of homogenization in vortex, followed by 10 min
centrifugation at 12000 rpm, an aliquot of 900 pL supernatant was evaporated at
60 °C in a vacuum centrifuge. The resulting dried extract was recovered with 500
ML of initial mobile phase, and 10 yL was injected into the LC-MS/MS system.
Calibration ranges, as well as chromatographic and mass spectrometric

conditions, were the same as applied to DBS samples.

2.7. Comparison between concentrations measured in DBS and plasma
samples

Estimated plasma concentrations (EPC) were calculated by using the

equation:

EPC = (DBS/[1-(Hct/100)])xfp

where DBSconc is the concentration measured in DBS, Hct is the
individual hematocrit of patient and fp is the fraction of the drug in plasma,
according to (Antunes et al. 2015a). The fp value was adjusted to obtain a mean
ratio between the measured EFV and ATV plasma concentrations and EPC of 1,

using the above equation.

EPC was also calculated using a correction factor based on the mean ratio
of EFV and ATV plasma to DBS concentrations, without considering the individual
Hct nor fp (EPCecorrection factor) (Antunes et al. 2015b).
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2.8. Patients and data collection

We conducted a cross-sectional study from October 2016 to November
2017 in which HIV-infected patients taking efavirenz (600 mg once-daily) and/or
atazanavir (400 mg once-daily or 300 mg boosted with ritonavir) for at least 12
months, were consecutively recruited during routine visits to the HIV/AIDS
Ambulatory Unit of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (southern Brazil),
national reference center for HIV care. All subjects were more than 18 years old,
had undetectable viral load (<50 copies/mL) in two samplings with interval of 6
months between each one, CD4 T cell count >200 cells/mm?3. Pregnant women
and patients with neurological disease were excluded from the study. An
interview was performed and a questionnaire was used to obtain demographic
and lifestyle information. Details of HIV infection (time from diagnosis as well as
current and prior antiretroviral medicines) and laboratorial exams were obtained
from medical records. The patient’s ethnicity was phenotypically defined by the
interviewer as white and non-white individuals, as discussed in previous works
by our group (Castilhos et al. 2015). The protocol was approved by the Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, Universidade Federal de Ciéncias da Saude de
Porto Alegre and Universidade Feevale Ethics Committees. Informed consent
was obtained from all study participants.

2.9. Samples

The individuals eligible for the study provided two blood samples: 1) blood
collected by venipuncture into tube containing EDTA as anticoagulant and 2) DBS
samples, which were obtained quickly after phlebotomy by trained professionals.
Plasma and DBS samples were taken at varied and random times after last dose
reported by patients. Plasma samples were obtained after centrifugation and

stored at -20°C until analysis.

The selected and recruited patients who accepted to participate in the
study allowed the collection of blood droplets by perforation fingertip using a

disposable and automatic Haemolance plus® lancets (Medlance Plus® yellow
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0.8 mm of blade and 2.0 mm of perforation; Haemedic, Munka Ljungby, Sweden)
after local asepsis. The first drop of blood formed was scorned. The following
fourth were dripped by their own weight into the area marked on Whatman 309®
filter card (Whatman Nederland B.V., Den Bosch, The Netherlands) and kept at
room temperature for two hours. Additionally, for comparison with DBS, a 5 mL
whole blood (phlebotomy) sample in anticoagulant tube (EDTA) was obtained by
a nurse using all personal protective equipment. DBS cards and EDTA tubes
were rightly identified with a code for each patient, date and time of collection and
drug in use (EFV or ATV). We developed a support to hold the card with the
samples horizontally until the sample is completely dry. The cards were stored in
plastic bags with desiccant on refrigerator at the Molecular Biology Laboratory of
UFCSPA. In the same laboratory, the ETDA tubes were centrifuged to obtain
plasma aliquots that were stored in microcentrifuge tubes and frozen until both
materials were transported to the Toxicology Laboratory of FEEVALE University

for drug measurements.

2.10. Statistical analyses

Agreement between methods was evaluated using Passing-Bablok
regression and Bland-Altman plots with Medcalc version 12.3 (Ostend, Belgium)
in addition to the criteria based on the guideline on Bioanalytical Method
Validation of the European Medicine Agency (EMA), in which the difference in
concentrations should be within £ 20% of their mean for at least 67% of the
samples (EMA, 2012).

3 RESULTS

One hundred and thirty-three HIV-infected individuals using EFV and/or
ATV were enrolled in this study. Mean age was 46.0 and median time on therapy
was 86.0 months. Men represented 53.1% of the sample. Mean of Hct% was 40.3
(range 29.4 to 50.0). Of the total, five patients taking ATV had levels below the
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detection limit and were excluded of analyses. Thus, the sample consisted in 128
individuals (63 taking EFV and 65 taking ATV or ATV/r).

Sample collection was not performed at Ctrough conditions for patients in
order to obtain a large range of variation in concentrations. EFV and ATV
concentrations in capillary DBS sample from fingerpricks showed high
correlations with plasma obtained from venous blood by phlebotomy (rspearman =
0.945, P < 0.001 and rspearman = 0.946, P < 0.001, respectively).

The predicted EFV and ATV plasma concentration obtained from DBS
were compared using two different approaches: EPC using individual Hct and

EPC using the correction factor. Both had similar accuracy.

Bland-Altman plot was used to evaluate the agreement between plasma
and DBS measurement of EFV (Figure 1) and ATV (Figure 2). The mean
difference of the EFV concentration in plasma and DBS was 594.3 ng ml, with
two values outside the £1.96 SD range. The mean difference of the EFV
concentration in plasma and estimated in DBS using individual Hct was -3.7 ng
mlt, with three values were outside the +1.96 SD range. When we used
correction factor approach, the average difference was 0.0005 ng ml? (three
values were outside the £1.96 SD range).

When analyzing ATV concentrations, the mean difference was 297.1 ng
mlt. When ATV concentrations were estimated with individual Hct
concentrations, the average difference was 23.6 ng ml, with five values outside
the +1.96 SD range. When we used correction factor approach, the average

difference was — 0.00062 ng ml* (two values outside the +1.96 SD range).

Through the Passing-Bablok regressions, we observed no significant
deviation from linearity between EFV DBS-predicted and plasma values (P =
0.24, intercept A (y) = 158.315 98% CI 95.4056 to 249.9418, slope (x) = 0.366,
95% CI 0.3054 to 0.4742, n = 63); EFV using individual Hct (P = 0.39, intercept
A (y) = 258.000, 95% CI 88.9673 to 398.2271, slope (x) = 0.729, 95% CI 0.6009
to 1.0075, n = 63) and using correction factor (P = 0.39, intercept A (y) = 254.435,
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95% CI 140.0599 to 405.2732, slope (x) = 0.735, 95% CI 0.5987 to 0.9939, n =
63) (Figure 3) There was no significant deviation from linearity between ATV
DBS-predicted and plasma values (P = 0.81, intercept A (y) =-15.131, 95% CI -
65.2921 to 23.5788, slope (x) = 0.837, 95% CI 0.7451 to 0.9082, n = 65); ATV
using individual Hct (P = 0.81, intercept A (y) = -14.777, 95% CI -99.0162 to
24.9879, slope (x) =1.048, 95% CI1 0.9481 to 1.1512, n = 65) and using correction
factor (P = 0.61, intercept A (y) =-26.990, 95% CI -92.1134 to 30.0621, slope (X)
=1.081, 95% CI 0.9610 to 1.1691, n = 65) (Figure 4).

4 DISCUSSION

Our data are in agreement with other researches showing a high
correlation between EFV and ATV antiretroviral drugs measurements in plasma
and DBS (rspearman = 0.945 and rspeaman = 0.946, respectively). Thus, DBS
technique using LC-MS/MS can be a useful tool to monitore EFV and ATV levels
and optimize HIV treatment in PLHIV, since showed comparable results to those
obtained in blood plasma. The easiness of collection allows patients to collect
blood samples at their home without the need to move to laboratory, at
appropriated time to obtain trough samples, stored at room temperature and

shipped by conventional mail.

Plasma levels of drugs of the NNRTI and PI classes have been related
with virological response and therapeutic success (Bazzoli et al. 2010, Zehnacker
et al. 2014). Several studies have already validated the ARVs TDM in DBS,
particularly EFV and ATV (Koal et al. 2005, Ter Heine 2007, ter Heine et al. 2008,
D’Avolio et al. 2010, Hoffman & Rossi 2013, Watanabe et al. 2014, Amara et al.
2015). Others compared ARVs concentration between DBS and plasma
sampling using previously validated methods for those matrices (Van
Schooneveld et al. 2010, ter Heine et al. 2011, Kromdijk et al. 2012, Calcagno et
al. 2015, Amara et al. 2017).

Unfortunately, TDM is not a clinical routine and are unavailable in many
countries, like in Brazil, due to expenditure and logistic difficulties (Calcagno et
al. 2015) that include, specially, measurements of Ctough levels in HIV-infected
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individuals under dosing regimens taken twice daily (Kromdijk et al. 2012). Thus,
the use of simpler and lower cost techniques as DBS, are a necessity in order to
facilitate the monitoring of ARVs plasma levels with the goal to ensure that they
remain within the therapeutic range (Kang & Lee 2009), to ensure viral
suppression, immune reconstitution (Kredo et al. 2009) (Kredo T et al., 2009) and

limit toxicity (Punyawudho et al. 2016).

In addition, TDM facilitates the early identification of patients infected with
resistant strains treated with default antiretroviral regimens without taking this
information into account (Liu et al. 2010, Walker & Gibb 2011). Nevertheless, the
monitoring of plasma levels of ARV drugs is of particular importance for special
groups such as children, pregnant women and the elderly (Rhee & Greenblatt
2008, Roustit et al. 2008, Klotz 2009, Lu & Rosenbaum 2014, AIDSinfo 2018).

In the view of the advantages of dry blood spot on filter paper, the
recommendation of therapeutic regimens similar to all individuals diagnosed with
HIV and the chronic use of ARVs drugs without considering the level of exposure
to these drugs, we attempted to implement the use of DBS methodology in PLHIV

in southern Brazil.

We proposed a two-step design: the first, a pilot phase, consisted of the
determination of circulating levels of EFV and ATV drugs through the DBS
technique associated with UHPLC-MS/MS compared to traditional venipuncture
methodology. To do so, it was necessary at least 50 individuals on HAART at
least one year, using EFV or ATV (selection criteria are described in the
Methodology section). Before starting the project, the researchers were properly
trained to perform digital puncture and blood drop collection. The research was
carried out in the Infectious Disease Service of the Hospital de Clinicas of Porto
Alegre, a national reference in the care of PLHIV.

During stage 1, we faced some obstacles until the sample size was
reached. First, it was difficult to find for suppliers of the appropriate automatic
lancets, and thus they lack of prevision of the importation of these products. We
tried to use other brands and types, but it directly impacted the formation of the
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blood drop and prevented the correct collection. In this way, the project delayed
starting and we had to borrow some units of lancet with a researcher until we
could import them. Second, the Infectious Disease Service ambulatory was far
from the collection local of biological samples (the hospital Research Unit). For
that, it was necessary to move from one point to the other, in many cases facing
inclement weather. Hence, we had several negative responses to the invitation
to participate in the research. Third, the divergence in the time of medical care of
the patients with that of the local of collection the samples prevented that we had
able time between the selection of the patient, locomotion with them to the place

of collection and the collection itself.

Once the results of the high correlation between the dosage of the EFV
and ATV drugs between the DBS and the plasma were obtained, step 1 was
concluded and the second phase of the project was started, with the goal of
performing the collection of the DBS samples by the patient himself in the Cirough
period (about 30 minutes before the next dose of the drug. Before starting the
new selection and recruitment of patients, the team of researchers developed a
folder (Figure 5 and 6) with instructions for DBS collection and a kit containing a
plastic bag, desiccant, two automatic lancets, a 70% isopropyl alcohol wiper, one
curative sticker for small injuries, a DBS card and sealed and addressed envelope
for sending of the samples to the laboratory.

The researchers went back to the Infectious Disease Service of the
Hospital de Clinicas of Porto Alegre to perform a new selection and recruitment
of the patients (criteria described in the Methodology section). This new stage
was explained to each of the individuals and, when accepting to participate of this
research, a demonstration of procedures for DBS collection was performed: hand
hygiene, asepsis, lancet opening, fingerprick, collection of blood drops, curative,
drying and storage. It was emphasized the importance of performing the
collection 30 minutes before taking the next dose of the drug. Together with the
home collection kit, we deliver the folder with the same explanation spoken
personally to each patient and an envelope sealed by mail. The DBS card was
identified with the patient's name in the selection appointment. The date and time
of the collection was prompted to write to the DBS card. With the consent of the
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patient, we combine to send a message on the cell phone reminding him to

perform the collection.

Initially, what seemed simple became complex. Initially, we needed to sign
an agreement as a legal entity with a post office unit so that we could receive the
DBS cards from the patients in the envelope previously delivered to them. In the
first contact with a post office to explain the research, they were not unaware of
transport of dry blood specimens collected and applied in absorbent material
were free of biological risk and, therefore, the envelope did not require label with
symbol of biological risk can be transported by the conventional mail. It was
necessary to send the RDC 20/2014 and the Manual de vigilancia sanitaria sobre
o transporte de material biol6gico humano para fins de diagnéstico clinico, both
from Anvisa. Having overcome this situation, a long period of bureaucratic

process was inevitable until contractual formalization, that took about 3 months.

The acceptance to participate in the survey was higher than expected,
however, we did not receive the return of the envelopes by mail in the same
proportion as the acceptance. Only nine cards DBS were recovered in during 5
months. We proposed to send a text message to the patient’s cell phone as a
reminder to performed DBS collection, but most of the patients refused this
contact, because his family did not know about HIV infection. In view of all these

setbacks and the expenditure of financial resources, we stopped the research.

In the pilot phase we detect five patients with sub therapeutic drug
concentrations. the ways to measure HAART compliance are variable and
subjective, often based on pill counts and patient reports, representing a
challenge in the care of patients with HIV. This represents a higher risk to
resistant strains selection. Thus, monitoring antiretroviral therapy is a direct and
objective measure of adherence whose aim is to evaluated the real adherence to
the pharmacological regimen and early detection of virological failure, which is

relevant in order to avoid opportunistic diseases and Aids establishment.
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Even with all the aforementioned inconvenience, we are optimistic on
transformation of this context in Brazil in the near future. We believe that the DBS
technique opens new strategic possibilities for care and attention to HIV patients
similar what occurs in developed countries. Advances in the area of diagnosis
and treatment for HIV infection have evolved remarkably in recent years.
However, it is still a serious global health problem, with alarming mortality rates
worldwide. Although HAART plays a key role in controlling transmission,
prolongation and quality of life in PLHIV, the pharmacokinetics of ARVs drugs are
individually variable and can, therefore, act significantly in therapeutic success.
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Figure 1. Bland-Altman plot comparing EFV concentration in DBS with paired plasma,

EFV DBS considering individual Hct and EFV DBS using correction factor.
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Figure 2. Bland-Altman plot comparing ATV concentration in DBS with paired plasma,

ATV DBS considering individual Hct and ATV DBS using correction factor.
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Figure 3. Passing-Bablok regression comparison of DBS measurement for EFV and
plasma values, EFV DBS considering individual Hct and EFV DBS using correction
factor.
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Figure 4. Passing-Bablok regression comparison of DBS measurement for ATV and
plasma values, ATV DBS considering individual Hct and ATV DBS using correction

factor.
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Prezado paciente, obrigada por participar desta

Figure 5. Folder with DBS home collection instructions.
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pesquisa! Vocé receben ete conjunto de materiai Material eliborado pelo INSTRUCOES PARA
para coletar em casa uma gota de sangue da ponta grupo de pesquisa em
:: s_eut e:ei:;:l_r:st_e conjunto vocé encontrara os farmacogenémica de COLETA DBS
gum: 3 antirretrovirais do
Laboratério de Biologia

1- Duas lancetas amarelas;
2- Um cartdo DBS;
3- Um lenco de alcool;

Molecular, na UFCSPA.

3- Dois sach_és antimofo; A comercializa(:io e
g—_ lé: ;xz:t:‘:s - diw-.llgagio sem os devidc?s Junto com o conjunto de
) créditos deste material é materiais para a coleta da gota
vetln. de sangue, vocé recebeu um
Cindads'do manusear'c cario DES: envelope branco com selo dos
Na Figura A esté mostrada 2 maneira correta de correios e com o endereco do
;ef‘;’i;‘n::;'z:énn?im s e  a laboratorio onde serdo feitas as
deve segurar o cartdo DBS. analises da gota de sangue que
vocé coletar. Vocé precisa apenas
realizara coleta da gotade
sangue conforme as instrugées,
esperar secar em temperatura
ambiente por 2 horas, colocar
dentro do envelope e enviar pelo
Preencha a parte da frente do cartio DBS com a corveko s proximo dasua
data e hora da coleta. casa.

Essas informacdes sdo
muito importantes
para a pesquisa! Por
iss0, pedimos, por
favor, que vocé anote
a data e hora antes de UFCSPA
comecar dos demais
procedimentos.

Obrigada pela sua participacao!




|
Procedimentos

- Higienizagdo das mdos.

Basta girar a haste mais fina para soltar da
haste mais grossa.

- Limpeza do dedo

Limpe o dedo médio
com o alcool em gel.

Movimento de sangue
para ponta do dedo

1- Esfregar a palma das
mios em ritmo
acelerado até que
estejam quentes.

2- Pressionar a ponta do
dedo médio até que
esteja avermelhado.

Figure 6. Folder with DBS home collection instructions (cont.).

- Perfurar o dedo

Furar a ponta do dedo com a
lanceta conforme Figura A.

A primeira gota de sangue
que se formar (Figura B),
deve ser descartada num

papel limpo (guardanapo)

Aguarde que a segunda gota de sangue seja formada.
Quando esta gota de sangue estiver grande, ela deve
ser pingada no circulo indicado no cartdo DBS.

Importante! Vocé ndo deve encostar o dedo no
cartao DBS. A gota de sangue deve cair sozinha e
preencher todo o circulo indicado .

Limpe o dedo num papel limpo (guardanapo) e
coloque o curativo sobre o lugar onde o dedo foi
furado.

|
Informacdes importantes

Ternpo que as gotas de sengue
estejam secas: 2 horas

Vocé deve manter o cartdo DBS
com as gotas de sangue em
local seco e arejado por 2 horas,
para que as gotas de sangue
fiquem completamente secas.
Importante que o cartio DBS
com as gotas de sangue ndo seja
tocado durante este tempo.

Erros que devem ser evitados:

Durante a coleta, evitar :

1- Pingar uma gota de 3- Pingar gotas de
sangue muito pequena; sangue fora do circulo
2- Pingar uma gota de md&caic:iiez:;:)'?s

sangue sobre outra ja Bary ’
coletada; 4- Encostar o dedo no

Depois de esperar por 2 horas para que as gotas de

e fiquem secas, vocé deve fechar o cartio DBS,
verificar se escreveu a data e a hora que coletou as gotas
de sangue e colocar dentro do saco plistico com os 2
sachés antimofo. Feito isso, vocé deve colocar o saco
plastico dentro do envelope branco, fechar o envelope e
levar até o correio mais proximo da sua casa.
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13 CONCLUSAO

As toxicidades metabdlicas decorrentes da TARV diminuiram com o
desenvolvimento e disponibilidade de farmacos com minimos efeitos deletérios na
homeostase da glicose, adipogénese e lipogénese. No entanto, o HIV por si s6 e o
uso crénico dos medicamentos para o tratamento da infeccdo pelo HIV produzem
efeitos inexoraveis no risco para LD, dislipidemia e DM2, fatores que, associados,

aumentam as chances de SM e DCV.

Visto que, geralmente, mais da metade das PVHIV em TARV desenvolvem
alteracdes na distribuicdo da gordura corporal e distlrbios nos parametros lipidicos,
este trabalho investigou a participacdo de SNPs em genes da adipogénese na
ocorréncia de lipodistrofia e sindrome metabdlica. Nossos resultados mostraram que
0 polimorfismo rs9939609 (T>A) no gene FTO e a variante rs2297508 (C>G) no gene
SREBF1 foram preditivos para a ocorréncia de LD, mas ndo de SM. Os portadores do
alelo de A para a variante rs9939609 apresentaram maior prevaléncia de LA e LH;
enquanto que os portadores de G para o0 polimorfismo rs2297508 foram mais

prevalentes para LH.

Os SNPs nos genes TNF, PPARG e SIRT1 nado foram significativamente
associados com o desenvolvimento de LD e seus subtipos ou com SM em PVHIV.
Como previamente explanado, a LD e SM sao patologias de etiologia complexa e
multifatorial. A prevaléncia altamente variavel entre diferentes populacdes se deve ao
delineamento do estudo, critério de diagndstico, sexo, etnia, diferentes padrbes de
desequilibrio de ligacdo entre as variantes genéticas investigadas, tempo de infec¢ao
pelo HIV, uso cronico de determinados ARVs e inflamacao persistente. Por isso, a

generalizagéo dos dados deve ser cautelosa.

A técnica DBS é uma excelente estratégia para o MTF. Contudo, a
implementacgéo na rotina de atendimento e cuidado as PVHIV na regido Sul do Brasil

precisam superar inameros empecilhos burocraticas.
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ANEXO B — Ficha coleta de dados

1. Dados de identificacao:

FICHA COLETA DE DADOS

Prontuario (niUmero):

| Ja participou do estudo? ( ) Sim ( ) Nao

Nome:

2. Corouraca

Data primeira consulta:

(formato censo IBGE):

Sexo: (_ ) masculino () feminino ()branca
Data nascimento: ( )preta
Idade: ( )amarela
Profissdo: () parda
Estado civil: ( )indigena

Escolaridade:

3. Data contaminacao pelo virus HIV:

4. Hora gue tomou o ultimo comprimido:

5. lnformagées medicamentos antirretrovirais (ARTS):

ART em uso

Data de inicio

5.1. ARTSs ja utilizados:

Nome ART

Data de inicio e tempo uso

Motivo troca

6. Informacgoes sobre coinfecgdes e infecgdes oportunistas:

| OBSERVACOES (medicamentos em uso, sorologia, etc)

HCV | ( )sim( )ndo
HBV (_)sim( )nao
TB (ex: isoniazida, rifampicina) | ()sim( ) nao
QOutra coinfec¢d0? (ex: sifilis, doenga de Chagas. leishmaniose) (_)sim( )ndo
Infeccdo oportunista ativa? (ex: candidiase) | ( )sim( )ndo
( YHBV () Pmn23
VACINAS ( )sim( )ndo |( )Influenza ( )F.Amarela

()dT

7. Efeitos adversos medicamentos ART:

Lipodistrofia (_)sim( )ndo
Lipoatrofia ( )sim( )ndo
Lipohipertrofia ( )sim( )ndo
Padrdo misto (_)sim( )ndo
Ocorréncia exantemas pele (_)sim( )ndo
Tonturas, dores de cabeca (_)sim( )ndo

Outras queixas relatadas:

(azia, enjoou, tremores nas maos...)




8. Dados antropomeétricos:

Peso atual (kg)
Altura (m)

230

Medida 1

Medida 2

Media
aritmética

Soma das

Medida 3 dobras

Circunferéncia da cintura (cm)

Circunferéncia do quadril (cm)

Circunferéncia do braco (cm)

Circunferéncia do pescoco (cm)

Dobra Cutanea Triceps (mm)

Dobra Cutanea Biceps (mm)

Dobra Cutanea Subescapular (mm)

Dobra Cutanea Axilar média (mm)

Dobra Cutanea Suprailiaca (mm)

Dobra Cutanea Abdominal (mm)

Dobra Cutanea Panturrilha Medial (mm)

Dobra Polegar (mm)

CBM (cm)

[RCQ (cm) [ [

9. Fatores de risco para doenga cardiovascular (DCV):

Pratica atividade fisica?
Qual?

Quantas vezes na semana?
Por quanto tempo (min)?

( )sim( )ndo

10. Faz uso de estatinas?
( )sim( )ndo
Qual?

) sinvastatina

- = (
E fumante? { )sim( )nao () atorvastatina
Possui Diabetes Mellitus? (_)sim(_)n&o ( )lovastatina
| Pressao arterial () pravastatina
() rosuvastatina
()
J1. Exames:
Exames laboratoriais Resultados Exames laboratoriais Resultados
Hematocrito (Ht) Ureia (U)
Eritrocitos (RBC) Glicose (Gli)
Hemoglobina (Hb) TGP (ALT —alanina)

Hemoglobina glicada (HPA1C)

TGO (AST - aspartato)

Colesterol total (CT) Leucacitos (Leu)
Colesterol HDL (HDLC) Potassio (K)
Colesterol LDL (LDLc) CD4
Triglicerideos (TG) CD8

Bilirrubinas totais (BT) CD4/CD8
Bilirrubina direta (BD) CV_1

Bilirrubina indireta (Bl) CV 2

| Creatinina (C)

| 12. Outros farmacos utilizados pelo paciente:




ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) — etapa 1

ETAPA 1 - Piloto

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto “Avaliacdo de polimorfismos em
genes associados ao metabolismo e transporte de farmacos antirretrovirais e implementagao da técnica

DBS para monitoramento terapéutico em pacientes com HIV/AIDS”.

As pessoas que utilizam as medicacfes para o tratamento do HIV/AIDS convivem com
trocas frequentes de medicamentos causadas por efeitos indesejados ou pela falta de efetividade de
alguns deles, o que varia de pessoa para pessoa. Por este motivo, estamos realizando esta pesquisa,
que tem como objetivo identificar as varias formas dos genes que cada pessoa possui que podem
determinar o sucesso do tratamento com os medicamentos usados para o HIV/AIDS. Os resultados
deste estudo poderdo ser utilizados, no futuro, para definir a dose do medicamento e o melhor
tratamento para cada paciente, evitando, assim, o uso desnecesséario de medicamentos que causam

varios efeitos colaterais, o que poderéa levar a uma menor desisténcia do tratamento.

Concordando em participar do estudo, vocé sera submetido a duas coletas de sangue: uma
através da picada com agulha, que podera deixar o local um pouco roxo; e outra coleta que sera feita
por um furo na extremidade do dedo médio com uma pequena agulha. Além disso, vocé respondera a
algumas perguntas e serdo realizadas medidas de peso, altura e dobras da pele. As coletas serdo
realizadas por pessoas habilitadas e com materiais descartaveis. Estas etapas demoraréo cerca de 15

minutos.

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que autorizo a minha
participacéo neste projeto de pesquisa, pois fui informado de forma clara e detalhada, livre de qualquer
forma de constrangimento e/ou coercéo, a respeito dos objetivos, da justificativa e dos procedimentos
aos quais serei submetido. Também fui informado dos riscos, desconfortos e beneficios da minha

participacéo, todos acima listados.
Fui igualmente informado:

- da garantia de receber respostas ou esclarecimento sobre qualquer divida a respeito
dos procedimentos, riscos, beneficios e outros detalhes relacionados com a pesquisa;
- daliberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de participar

do estudo, sem que isso traga prejuizo a continuagdo do meu tratamento;

- da garantia que ndo serei identificado quando da divulgacéo dos resultados e que as
informacdes obtidas serdo utilizadas apenas para fins cientificos vinculados ao presente

projeto de pesquisa;

Pagina 1 de 2
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- do compromisso por parte dos pesquisadores de proporcionar informacédo atualizada
obtida durante o estudo, ainda que possa afetar a minha vontade em continuar
participando;
- da disponibilidade de tratamento médico e indenizado, conforme estabelecido em
legislagédo, caso existam danos a minha saude diretamente causados por esta pesquisa;
- de que se existirem gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento da
pesquisa.

- de ser informado sobre os resultados e de suas implicacdes clinicas apds o

término do estudo;

- de que o material biolégico que sera coletado sera armazenado, podendo ser utilizado
para posteriores estudos;
- da utilizagdo do material armazenado, que s6 ocorrerd mediante aprovacdo do novo

projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa;

Os pesquisadores responséveis por este Projeto de Pesquisa sdo o Prof. Dr. Eduardo
Sprinz (Fone: 3359-8152) e a Prof2 Dr2 Vanessa Sufié Mattevi (Fone: 3303-8763), tendo este documento
sido revisado em seus aspectos éticos e metodoldgicos e aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e da Universidade Federal de Ciéncias da Salde de
Porto Alegre. Em caso de ddvidas, posso contatar os pesquisadores responsaveis ou o Comité de Etica
e Pesquisa (CEP/UFCSPA) no endereco Rua Sarmento Leite, 245, Porto Alegre/RS, telefone (51)
3303-8804 ou o Comité de Etica em Pesquisa do HCPA, localizado na Rua Ramiro Barcelos, 2350,
Porto Alegre/RS, 2° andar, sala 2227A, telefone (51) 3359-7640). Ambos os contatos podem ser feitos

diariamente entre 9 e 17h.

Eu, )
atesto o recebimento de uma copia assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
conforme recomendacdes da Comissdo Nacional de Etica e Pesquisa (CONEP) e concordo em
participar voluntariamente desta pesquisa.

Porto Alegre, de de

Assinatura do participante Assinatura da pesquisadora responsavel

Concordo em deixar a minha amostra armazenada
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ANEXO D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) — etapa 2

Etapa 2 - Genotipagem

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto Avaliagao de polimorfismos em genes
associados ao metabolismo e transporte de farmacos antirretrovirais e implementacéo da técnica DBS

para monitoramento terapéutico em pacientes com HIV/AIDS”.

As pessoas que utilizam as medicacdes para o tratamento do HIV/AIDS convivem com
trocas frequentes de medicamentos causadas por efeitos indesejados ou pela falta de efetividade de
alguns deles, o que varia de pessoa para pessoa. Por este motivo, estamos realizando esta pesquisa,
gue tem como objetivo identificar as varias formas dos genes que cada pessoa possui que podem
determinar o sucesso do tratamento com os medicamentos usados para o HIV/AIDS. Os resultados
deste estudo poderdo ser utilizados, no futuro, para definir a dose do medicamento e o melhor
tratamento para cada paciente, evitando, assim, o uso desnecessario de medicamentos que causam

varios efeitos colaterais, o que podera levar a uma menor desisténcia do tratamento.

Concordando em participar do estudo, vocé receberd um kit com instrugfes para a realizacéo
de uma coleta de sangue em sua casa, fazendo um furo na extremidade do dedo médio com uma
pequena agulha e encostando em um papel. Este papel sera colocado em um envelope selado que lhe
sera entregue juntamente com o kit de coleta e serd enviado pelo correio para 0os pesquisadores
responsaveis, sem nenhum custo para vocé. Além disso, vocé fornecerd uma amostra de saliva
responderd a algumas perguntas e serdo realizadas medidas de peso, altura e dobras da pele. As
coletas serdo realizadas por pessoas habilitadas e com materiais descartaveis. Estas etapas
demoraréo cerca de 15 minutos.

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que autorizo a minha
participagdo neste projeto de pesquisa, pois fui informado de forma clara e detalhada, livre de qualquer
forma de constrangimento e/ou coercéo, a respeito dos objetivos, da justificativa e dos procedimentos
aos quais serei submetido. Também fui informado dos riscos, desconfortos e beneficios da minha
participacéo, todos acima listados.

Fui igualmente informado:

- da garantia de receber respostas ou esclarecimento sobre qualquer
davida a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e outros detalhes relacionados com
a pesquisa;

- da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e
deixar de participar do estudo, sem que isso traga prejuizo a continuacdo do meu
tratamento;

- da garantia que nado serei identificado quando da divulgacdo dos
resultados e que as informacdes obtidas serdo utilizadas apenas para fins cientificos

vinculados ao presente projeto de pesquisa;
Pagina 1 de 2



234

- do compromisso por parte dos pesquisadores de proporcionar
informacao atualizada obtida durante o estudo, ainda que possa afetar a minha vontade
em continuar participando;

- da disponibilidade de tratamento médico e indenizado, conforme
estabelecido em legislacéo, caso existam danos a minha saude diretamente causados por
esta pesquisa;

- de que se existirem gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo
orcamento da pesquisa.

- de ser informado sobre os resultados e de suas implicacdes clinicas
apos o término do estudo;

- de que o material biolégico que sera coletado serd armazenado,
podendo ser utilizado para posteriores estudos;

- da utilizacdo do material armazenado, que sé ocorrerd mediante

aprovacado do novo projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa;

Os pesquisadores responsaveis por este Projeto de Pesquisa sdo o Prof. Dr. Eduardo
Sprinz (Fone: 3359-8152) e a Prof® Dr2 Vanessa Sufié Mattevi (Fone: 3303-8763), tendo este documento
sido revisado em seus aspectos éticos e metodolégicos e aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e da Universidade Federal de Ciéncias da Salde de
Porto Alegre. Em caso de duvidas, posso contatar os pesquisadores responsaveis ou o Comité de Etica
e Pesquisa (CEP/UFCSPA) no endere¢co Rua Sarmento Leite, 245, Porto Alegre/RS, telefone (51)
3303-8804 ou o Comité de Etica em Pesquisa do HCPA, localizado na Rua Ramiro Barcelos, 2350,
Porto Alegre/RS, 2° andar, sala 2227A, telefone (51) 3359-7640). Ambos os contatos podem ser feitos
diariamente entre 9 e 17h.

Eu, , atesto o
recebimento de uma cépia assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme
recomendacgBes da Comissdo Nacional de Etica e Pesquisa (CONEP) e concordo em participar
voluntariamente desta pesquisa.

Porto Alegre, de de

Assinatura do participante Assinatura da pesquisadora responsavel

Concordo em deixar a minha amostra armazenada

Pagina 2 de 2



16 CURRICULO LATTES

Carmela Farias da Silva Tagliari

Endereco para acessar este OV: hup://lattes.cnpq. br/0607873371814784
Uttima atualizac3o do cuniculo em 08/01/2019

Doutoranda em Biociéncias (UFCSPA) desenvolvendo um projeto de pesquisa com HIV na rede publica de
satide, especificamente na area de farmacogendmica, validacdo de metodologia analitica para monitoramento de
farmacos antimretrovirais e investigac3o de variantes genéticas associadas ao desenvolvimento de lipodistrofia. E
mestre em Patologia (UFCSPA) com énfase em genética experimental de doengas multifatoriais; especialista em
Diagnostico Genético e Molecular (ULBRA); especialista em Nutracéuticos, Nutricosméticos e Alimentos
Funcionais (iPGS) e licenciada em Ciéndias Biologicas (UNISINOS). Ampla atuacdo em projetos de pesquisa
(redacdo de projetos, delineamento de estudos, execugdo, construgdo de banco de dados, andlise estatistica
(software SPSS) e redacdo cientifica), monitoria, orientacdes e treinamento de alunos de alunos de iniciacdo
cientifica; elaboracdo de material didatico para pratica docente. Ainda, possui conhecimento em pesquisa clinica
(GCP, CNS 4662012, protocolos clinicos, ficha clinica e etc). Foi pesquisadora em diversos laboratdrios de
Biologia Molecular de Universidades no Rio Grande do Sul (UNISINOS, ULBRA, PUCRS, UFCSPA), nas areas de
genética, biologia molecular e doengas complexas. Possui experiéncia profissional como coordenadora técnica
licenciamento e fiscalizacdo ambiental; supervisora académica de pds-graduacdo stricto sensu, participacdo da
construgdo de estratégias organizacionais € membro da comiss3o organizadora da Mostra de Iniciagdo Cientifica
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Outras informacgdes Linhagens de Spodoptera frugiperda, peixe dourado e Coleognathus

Atividades
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Grande Area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Genética / Subarea: Biologia Molecular.
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3. Polimorfismos genéticos em genes do metabolismo lipidico & metabolico

4, Validagdo metodologia analitica para monitoramento de farmacos antimetrovirais
5 Avaliagdo método diagnéstico lipodistrofia

6. Polimorfismos genéticos em genes do metabolismo de farmacos antiretrovirais

F S Dispepsia Fundional
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Projetos de pesquisa

Objetivo: Analisar os métodos de diagndstico para identificag3o do H. pylori em pacientes
dispepticos no Brasil..

Grande area: Ciéncias Bioldgicas

Palavras-chave: H. pylori fatores de viruléncia, métodos diag.

2015 - Atual

2011 -2014

2009 - 2014

2009 - 2009

2008 - 2008

2006 - 2007

Implementacao da técnica DBS para monitoramento terapéutico de farmacos
antiretrovirais (ARVs) e avaliacao de polimorfismos em genes associados a0 metabolismo
lipidico e glicidico em pessoas vivendo com HIV/AIDS

Descrigao: O virus da imunodeficigncia humana (HIV) infecta as células de defesa T CD4+
causando o enfraquecendo o sistema imunoldgico e favorecendo o aparecimento de
doangas oportunistas, Na ocorréncia dessa situag3o, a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) se desenvolve. A prevaléncia de individuos vivendo com HIV/AIDS
continua a crescer mundialmente, mas incidéncia de novas infeccdes cresce de forma
particular em determinadas regides do mundo. Com a introdugdo da terapia antimetroviral
(TARV) foi proporcionada a melhoria no prognéstico, na qualidade e na expectativa de
vida dos portadores do HIV. Porém, fatores como resisténcia viral, toxicidade dos farmacos
e reagbes adversas como a lipodistrofia permanecem como empecilhos no sucesso do
tratamento. Além disso, o estilo de vida e os fatores farmacogenéticos do hospedeiro
contribuem para diferengas no metabolismo, transporte e sensibilidade aos medicamentos,
Individuos sob TARV requerem o monitoramento da carga viral e, também, o
acompanhamento dos niveis de farmacos circulantes para assequrar o sucesso terapéutico
e evitar niveis sub-terapéuticos da TARV, o que aumenta o risco de falha viroldgica. Uma
alternativa minimamente invasiva para dosagem plasmatica dos farmacos € a técnica de
mancha de sangue seco em papel (MSS). Esta técnica possui indmeras vantagens em
relac3o aos procedimentos padrdes, uma vez que apresenta faclidade na coleta,

transporte, ar ) e, principal a acessibilidade 20 monitoramento da TARV
em regides remotas. Desta forma, o objetivo do estudo & implementar a metodologia de
MSS parz o monito o dos niveis plasmaticos dos medicamentos antirretrovirais,

analisar a influéndia da variabilidade em genes candidatos associados a0 metabolismo e
transporte de farmacos utilizados na TARV sobre os seus niveis plasmaticos e efeitos
adversos e investigar polimorfismos em genes do bolismo lipidico e bolico na
ocorréncia de lipodistrofia. Através destas estratégias, busca-se maximizar o sucesso
terapéutico e melhora a da qualidade de vida em pacientes infectados pelo HIV sob TARV..
Situagao: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagao: (5) / Mestrado académico: (2) / Doutorado: (1) .

Integrantes: Carmela Farias da Silva Tagliari - Integrante / Vanessa Sufié Mattavi -
Coordenador / Alice Eloisa Szlachta - Integrante / Rafael Linden - Integrante / Eduardo
Sprinz - Integrante / R i Kuh Lazzaretti - Integrante / Regina Kuhmmer Notti -
Integrante / Greice Meyer Vogel - Integrante / Caren Nunes de Oliveira - Integrante /
Patricia Baptista da Silva - Integrante / Erica Zeferino de Aguiar - Integrante / Caroline de
Araljo Barroco - Integrante / Leticia da Cunha Veber - Integrants,

Dislipidemia

Situag3o: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Mestrado académico: (1) Doutorado: (1),

Integrantes: Carmela Farias da Silva Tagliari - Integrante / Vanessa Sufié Mattevi -
Integrante / Manlia Remuzzi Zandona - Integrante / Liane Nanci Rotta - Integrante / Maria
Regina Vitolo - Coordenador.

Obesidade Infantil

Situagao: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Carmela Farias da Silva Tagliari - Integrants [ Vanessa Sufié Mattevi -
Coordenador.

Dispepsia Funcional

Situagao: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Carmela Farias da Silva Tagliari - Coordenador / Daniel Simon - Integrante,
Esclerose Lateral Amiotrofica: uma revisao

Descrigao: Produgao de monografia a respeito da patologia Esclerose Lateral Amiotrofica.
O objetivo destee trabalho foi revisar os diferentes aspectos da esclerose lateral
amiotrofica {ELA) como: suas caracteristicas, sua incidéncia, suas causas provaveis e 0s
tratamentos adotados apds seu diagndstico..

Situagao: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Carmela Farias da Silva Tagliari - Coordenador.

ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA EM INSETOS-PRAGA DO ARROZ IRRIGADO NO RS.
Descrigao: As atividades desenvolvidas t8m por objetivo fornecer informagdes sobre &
estrutura genstica (niveis e distribuicio geografica da variabilidade genética) das



populagdes naturais de Oryzophagus oryzae e Spodoptera frugiperda como subsidio para
programas de manejo & controle biologico. As atividades desenvolvidas serdo Revisdo
bibliografica, Extracdo de DNA, Selecdo de primers, Amplficacao de DNA, Preparacdo de
DNA para sequenciamento, Analise de dados e Apresentacdo em Congressos. Num
primeiro momento as atividades envolverao principalmente o processamento de amostras
j& existentes no laboratdrio, o que incluird: extragdo de DNA, reagdo de amplificacdo das
regides COI e COIL, purificacdo dos produtos de PCR e preparagao e envio para
Situagao: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagao: (0) / Espedializag3o: (0) / Mestrado académico: (0) /
Mestrado profissional: (0) / Doutorado: (0) .

Integrantes: Carmela Farias da Silva Tagliari - Coordenador / Milena Wunder - Integrante /
Vanessa Dido Baldissera - Integrante / Pablo Gongalves - Integrante.

Areas de atuacdo

o Grande drea: Giéncias da Salde / Area: Sadde Coletiva / Subdrea: Infecgao HIV.

2. Gtandeérea:ﬁétﬁasdaSadde/éma:MedcinlStbérea:Doen;&aﬁni:as.

3. Grande drea: Ciéncias da Satide / Area: Medicina / Subdrea: Genética,

4. Grande drea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Genética / Subdrea: Farmacogenética e
nutrigenética.

x Grande drea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Genética / Subdrea: Biologia Molecular.

6. Grande drea: Ciéncias Biologicas / Area: Genética / Subarea: Licenciamento Ambiental,

Idiomas

Inglés Compreende Bem, Fala Razoavelmente, Lé Bem, Escreve Razoavelmente,

Portugués Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.

Espanhol Compreende Bam, Fala Bem, Lé Bem, Escreve Razoavelmente,

Produgdes

Producao bibliografica

Artigos completos publicados em periodicos

Ordenar por

e e 2

1. MATTEV, VANESSA 5 ; TAGLIARIL, CARMELA FS . Pharmacogenetic considerations in the treatment of HIV.

PHARMACOGENOMICSICR, v. 18, p. 85-98, 2017.

2. w DA 'SILVA, CARMELA FARIAS; ZANDONA, MARILIA REMUZZI ; VITOLO, MARCIA REGINA ; CAMPAGNOLO,
PAULA DAL BO ; ROTTA, LIANE NANCI ; ALMEIDA, SILVANA ; MATTEVI, VANESSA SUNE . Association between a frequent
variant of the FTO gene and anthropometric phenotypes in Brazilian children. BMC Medical Genetics (Online)iCR, v. 14, p.
34-8, 2013.

Citagbes: WEE OF SCENCE~ 7 | BCGPUS 11

Apresentaqo&s de Trabalho

7 TAGLIARI, CARMELA FS; SZLACHTA, A. E LINDEN, R. ; SPRINZ, E. ; NOTTL R. K. ; LAZZAREITLR.K. VASQUES,
V. S, ; MATTEVI, VANESSAS . IHPI.BIENTM;AO DA TECNICA DBS PARA MONITORAMENTO TERAPEUTICO EM PACIENTES
COM HIV/AIDS. 2017. (Apresentac3o de Trabalho/Outra).

2. TAGLIARI-SILVA, C. F. da; LINDEN, R. ; SPRINZ, E. ; LAZZARETTL R. K. ; NOTTI, R. K. ; MATTEVI VS . Avaliacio de
SNPs em genes do metabolismo e transporte de farmacos ART e implementag3o da técnica DBS para monitoramento
terapéutico em pacientes com HIV/AIDS. 2016. (Apresentagao de Trabalho/Outra).

Demais tipos de producao técnica

1. 1% SILVA. Revis3o de contetidos e perspectivas da Biolgia. 2008. {Curso de curta durago ministrado/Outra).

Bancas
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Participacao em bancas de trabalhos de conclusao

Trabalhos de conclusdo de curso de graduacdo

1 SILVA; GASPAROTTO, A. S.. Participacio em banca de Vitdria Rocha Foigt.Avaliaco da Influéncia do Polimorfisma
rs713041 no Gene GPX4 na Susceptibilidade ao Carcinoma Hepatocelular. 2018. Trabalho de Conclus3o de Curso
(Graduagao em Biomedicina) - Fundagdo Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre.

Participacao em bancas de comissces julgadoras

Outras participagoes
SILVA. Perda da Express3o dos Genes GADD45y e MEG3 em Adenomas Hipofisarios Esporadicos. 2011. Fundacao
Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre.

2. SILVA. Andkise da Degradagdo de Petroleo em Meio Aquoso a partir da Agdo de Micro-organismos Isolados do Solo. 2011.
Fundagao Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre.

3. SILVA. Avaliacio da Biocompatibilidade de PLGA no Desenvolvimento de Polimero como Camara de Regeneragdo de Nervo
Periférico em Ratos. 2011. Fundagdo Universidade Federal de Ciéncias da SaGde de Porto Alegre.

4. SILVA. Eutanasia em recém-nascidos. 2011, Fundag3o Universidade Federal de Giéncias da Salde de Porto Alegre.

5. SILVA. Matemidade Responsavel e Reproducao Assistida: Limites Bioéticos e Juridicos dos Direitos Reprodutivos da Mulher.
2011. Fundag3o Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre,

6. SILVA. A Influéncia da Expressdo Génica do Receptor de Estrogénio no Hipocampo de Ratas Wistar Lactantes no
Comportamento Materna. 2010, Fundagdo Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre.

7. SILVA. Anormalidades Citogenéticas em Pacientes com Fendtipo de Espectro Oculo-Mmmlo-Vemabral Identificadas Através
do Caridtipo de Alta Resolugdo e. 2010, Fundag3o Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre.

8. SILVA, Analise da Expressdo do Gene MEG3 em Adenomas Hipofisdrios Clinicamente Funcionantes e N3o Funcionantes.
2010. Fundagao Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre.

9. SILVA. Avaliagio da Influéncia dos Polimorfismos 5-HTTLPR e 5-HTTVNTR do Gene do Transportador de S ina (5-
HTT) com Ingest3o Aimentar e Parametros. 2010. Fundac3o Universidade Federal de Ciéncias da Satdde de Porto Alegre.

10. SILVA. Caracterizacao Clinica e Citogenética de Pacientes com Diagndstico de Sindrome de Down Atendidos no Servigo de

Genética Clinica da UFCSPA/ CHSCPA. 2010. Fundagdo Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre.

Eventos

Participacao em eventos, congressos, expasigoes e feiras

1. 1II Mostra de Trabalhos de Ensino, Pesquisa e Extens3o. Implementacdo da técnica DBS para o monitoramento terapéutico
em pacientes com HIV/AIDS. 2017. (Feira).

2. IX Congresso Internacional de Bioanalises. 2017. (Congresso).

3. 3 Congresso Multidisciplinar em Oncologia do Hospital M3e de Deus. 2016. (Congresso).

4. 1 Encontro PPG Biociéncias, XIX Encontro Geneticistas RS, E.Avaliac3o de SNPs em genes do metabolismo e transporte de
farmacos ART e implementac3o da técnica DBS para 0 monitoramento terapéutico de farmacos em pacientes com
HIV/AIDS. 2016, (Encontro).

5. Dia Mundial da Agua.Dia Mundial da Agua - Rio Gravatai. 2012. (Encontro).

6. XXIV Congresso Brasieiro de Genética Médica. Associagao entre uma variante do gene FTO e fendtipos associados &
obesidade em criangas brasileira. 2012. (Congresso),

7. XXIV Congresso Brasileiro de Genética Médica. 2012. (Congresso).

8. 6 Congresso Gadcho de Neurologia e Neurocirurgia. 2011, {Congresso).

9. 1 Simpasio dos Programas de Pos-Graduacdo da UFCSPA.Metodologias Experimentais: Perspectivas de Inovagao
Tecnoldgica. 2010, (Simposio).

10. RABU - Reunido Académica da Biologia da Unisinos.Aplicagdo da microbiologia no meio ambiente, 2007. {Oficina).

11. 52° Congresso Brasileiro de Genética. Identificacao das linhagens de arroz e milho de Spodoptera frugiperda através da
técnica de PRC-RFLP no RS. 2006. (Congresso).

Organizacao de eventos, congressos, exposicaes e feiras

1. 1 SILVA. Revis3o de contetidos e perspectivas da Biologia. 2008. (Outro).

Orientacdes

241



242

Orientacoes e supervisoes em andamento

Ttabalho de conclusdo de curso de graduaca
Greice Meyer Vogel. Avaliagdo do indice de adiposidade oorpocal (BAI) como diagnostico de lipedistrofia em pessoas vivendo
com HIV/AIDS (PVHA). Inicio: 2018, Trabalho de Conclus3o de Curso (Graduagao em Nutricao) - Fundag3o Universidade
Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre, (Orientador).

Inovacao

Projetos de pesquisa
2015 - Atual

Implementag3o da técnica DBS para monitoramento terapéutico de farmacos
antirretrovirais (ARVs) e avaliacdo de polimorfismos em genes associados a0 metabolismo
lipidico e glicidico em pessoas vivendo com HIV/AIDS

Descrigao: O virus da i deficiéncia h (HIV) infecta as células de defesa T CD4+
causando o enfraguecendo o sistema imunoldgico e favorecendo o aparecimento de
doengas oportunistas, Na ocorréncia dessa situagao, a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) se d fve. A prevaléncia de individuos vivendo com HIV/AIDS
continua a crescer mundialmente, mas incidéncia de novas infecgies cresce de forma
particular em determinadas regides do mundo. Com a introdugao da terapia antirretroviral
(TARY) foi proporcionada a melhoria no progndstico, na qualidade e na expectativa de
vida dos portadores do HIV, Porém, fatores como resisténcia viral, toxicidade dos farmacos
e reagdes adversas como a lipodistrofia permanecem como empecithos no sucesso do
tratamento. Além disso, o estilo de vida e os fatores farmacogenéticos do hospedeiro
contribuem para diferencas no metabolismo, transporte e sensibilidade aos medicamentos.
Individuos sob TARV requerem o monitoramento da carga viral e, também, o
acompanhamento dos niveis de farmacos circulantes para assegurar o sucesso terapéutico
e evitar niveis sub-terapéuticos da TARV, o que aumenta o risco de falha viroldgica. Uma
alternativa minimamente invasiva para dosagem plasmatica dos farmacos € a técnica de
mancha de sangue seco em papel (MSS). Esta técnica possui inlmeras vantagens em
relag3o aos procedimentos padries, uma vez que apresenta facilidade na coleta,
transporte, armazenamento e, principalments, a acessibilidade a0 monitoramento da TARV
em regides remotas. Desta forma, o objetivo do estudo é implementar a metodologia de
MSS para o monitoramento dos niveis plasméticos dos medicamentos antirretrovirais,
analisar a influéncia da variabifdade em genes candidatos associados ao metabolismo e
transporte de farmacos utilizados na TARV sobre os seus niveis plasmaticos e efeitos
adversos e investigar polimorfismos em genes do metabolismo lipidico e metabolico na
ocorréncia de lpodistrofia. Através destas estratégias, busca-se maximizar o sucesso
terapéutico e melhora a da qualidade de vida em pacientes infectados pelo HIV sob TARV..
Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagao: (5) / Mestrado académico: (2) / Doutorado: (1) .
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Inovacao

Projetos de pesquisa

2015 - Atual Implementag3o da técnica DBS para monitoramento terapéutico de farmacos
antirretrovirais (ARVs) e avaliacdo de polimorfismos em genes associados a0 metabolismo
lipidico e glicidico em pessoas vivendo com HIV/AIDS
Descricao: O virus da imunodeficéncia humana (HIV) infecta as células de defesa T CD4+
causando o enfraquecendo o sistema imunoldgico e favorecendo o aparecimento de
doengas oportunistas, Na ocorréncia dessa situagao, a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) se desenvolve. A prevaléncia de individuos vivendo com HIV/AIDS
continua a crescer mundialmente, mas incidéncia de novas infecges cresce de forma
particular em determinadas regides do mundo. Com a introdugdo da terapia antimetroviral
(TARV) foi proporcionada a melhoria no prognéstico, na qualidade e na expectativa de
vida dos portadores do HIV. Porém, fatores como resisténcia viral, toxicidade dos farmacos
e reagbes adversas como a lipodistrofia permanecem como empecithos no sucesso do
tratamento. Além disso, o estilo de vida e os fatores farmacogenéticos do hospedeiro
contribuem para diferengas no metabolismo, transporte e sensibilidade aos medicamentos.
Individuos sob TARV requerem o monitoramento da carga viral e, também, o
acompanhamento dos niveis de farmacos circulantes para assegurar o sucesso terapéutico
e evitar niveis sub-terapa.mms da TARV © que aumenta o risco de falha viroldgica. Uma
alternativa mi te invasiva para dosagem plasmatica dos farmacos € a técnica de
mancha de sangue seco em papel (MSS). Esta técnica possui inimeras vantagens em
relac3o aos procedimentos padries, uma vez que apresenta facilidade na coleta,
transporte, armazenamento e, principalmente, a acessibilidade ao monitoramento da TARV
em regides remotas. Desta forma, o objetivo do estudo & implementar a metodologia de
MSS para o monitoramento dos niveis plasmaticos dos medicamentos antirretrovirais,
anabisar a influéncia da variabilidade em genes candidatos associados a0 metabolismo e
transporte de farmacos utilizados na TARV sobre os seus niveis plasmdticos e efeitos
adversos e investigar polimorfismos em genes do metabolismo lipidico e metabélico na
ocorréncia de Epodistrofia. Através destas estratégias, busca-se maximizar o sucesso
terapéutico e melhora 2 da qualidade de vida em pacientes infectados pelo HIV sob TARV..
Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (5) / Mestrado académico: (2) / Doutorado: (1) .

Educacéo e PopularizacdGode C& T

Apresentacoes de Trabalho

1. TAGLIARI-SILVA, C. F. da; LINDEN, R. ; SPRINZ, E. ; LAZZARETTI, R. K, ; NOTTI, R, K. ; MATTEVI VS . Avaliacio de
SNPs em genes do metabolismo e transporte de farmacos ART e implementacao da técnica DBS para monitoramento
terapéutico em pacientes com HIV/AIDS. 2016, (Apresentacdo de Trabalho/Outra).
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