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Resumo

HIV/aids (Virus da Imunodeficiéncia Humana/aids) é considerado uma pandemia, envolvendo
mais de 70 milhdes de infeccbes e 35 milhdes de mortes desde o primeiro relato na década de
80. O HIV tipo 1 (HIV-1) infecta principalmente linfocitos T CD4+ e linhagens de macréfagos,
tendo sua patogenicidade definida pela deplecdo de LT CD4+. Além disso, a condicdo de
infeccdo por HIV-1 é bastante complexa e dependente de diversos fatores relacionados a
variabilidade dos individuos no que diz respeito a suscetibilidade a infeccéo e a progresséo para
a aids, sendo observada a ativacdo imunoldgica generalizada. Envolvida na modulacdo das
respostas imunes inata e adaptativa encontra-se a vitamina D, que desempenha papel no
metabolismo mineral e apresenta efeito pleiotropico no crescimento e diferenciacéo celulares.
Seus efeitos imunoldgicos sdo dados a partir da ligacdo com o receptor de vitamina D (VDR)
de diversas células, regulando a liberacdo de citocinas, a funcéo e proliferacdo de linfocitos T
e a producdo de peptideos antimicrobianos como a catelicidina. O VDR atua modulando a a¢édo
dessa vitamina induzindo a resposta imune local e variagcBes genéticas presentes no gene
codificador do VDR podem levar a diminuicdo de sua atividade e, consequentemente, ao
prejuizo para o papel da vitamina D. Nos individuos infectados pelo HIV, os niveis de
deficiéncia dessa vitamina séo altos e fatores como raca, insuficiéncia renal, pouca exposicao a
luz ultravioleta e exposicdo as drogas anti-HIV, como o Efavirenz, estdo associados a essa
deficiéncia, respectivamente, sendo determinantes para a susceptibilidade a infeccdo pelo HIV
e a predicdo da progressdo da doenga. Sendo assim, neste trabalho foram estudados seis
polimorfismos de base Unica (SNPs) (rs3890733, rs476048, rs1540339, rs2248098, rs2228570
e rs11568820) presentes no gene do receptor de vitamina D (VDR) e sua influéncia na resposta
dos pacientes a Terapia Antirretroviral (TARV). Foram recrutados 107 pacientes
acompanhados e tratados no Hospital Dia do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando
Figueira (IMIP), subdivididos em quatro grupos: I- Sucesso Terapéutico, I1- Falha Terapéutica,
I1I- Sucesso Imunolégico, IV- Falha Imunoldgica, e analisadas varidveis clinicas e
epidemioldgicas, como género, idade, peso e etnia. Ndo foram observadas associacdes
estatisticas nas andlises isoladas entre os polimorfismos dos genes do VDR com a falha
viroldgica ou a resposta imunoldgica. Porém, nas analises multivariadas, o genétipo C/C do
rs1540339 mostrou-se associado com o género no sucesso viroldgico (OR=0,08, p=0,04). Em
adicdo, a andlise envolvendo peso, etnia e género e o0 rs3890733 mostrou associacdo com a
resposta imunolégica para os genotipos C/C e T/T no modelo sobredominante (OR=0,21,
p=0,024). Os resultados indicam a importancia do receptor de vitamina D em infec¢des por
HIV-1 e poderéo contribuir para o entendimento da variabilidade das respostas dos pacientes a
TARV.

Palavras-chave: 1.Virus da Imunodeficiéncia Humana. 2.SNPs. 3.VDR. 4.Terapia
Antirretroviral.



Abstract

HIV/aids (Human Immunodeficiency Virus/aids) is considered a pandemic, involving more
than 70 million infections and 35 million deaths since the first report in the 80’s. HIV type 1
(HIV-1) infects mainly T lymphocytes CD4 + and macrophage lineages, and their pathogenicity
is defined by the depletion of CD4 +. Furthermore, the condition of HIV- 1 infection is very
complex and dependent on many factors related to the individual variability, regarding the
susceptibility to infection and progression to AIDS, generalized immune activation being
observed. Involved in the modulation of innate and adaptive immune responses is vitamin D,
which plays a role in mineral metabolism and has pleiotropic effects on cell growth and
differentiation. Their immune effects are data from binding to the vitamin D receptor (VDR) in
various cells, regulating the release of cytokines, the function and proliferation of T
lymphocytes and the production of antimicrobial peptides as cathelicidin. The VDR acts
modulating the action of vitamin D by inducing local immune responses and genetic variations
present in the VDR encoding gene can lead to reduction of its activity and consequently,
disfunction in the role of vitamin D. In HIV-infected individuals, this vitamin deficiency levels
are high and factors such as race, kidney failure, lower exposure to ultraviolet light and
exposure to anti- HIV drugs, such as Efavirenz, are associated with this deficiency, being
determinants on the susceptibility to HIV infection as well as prediction of disease progression.
Therefore, in this work we studied six single nucleotide polymorphisms (SNPs) (rs3890733,
rs476048, rs1540339, rs2248098, rs2228570 and rs11568820) present in the D vitamin receptor
gene (VDR) and its influence on patients’ response to Antiretroviral Therapy (ART). We
recruited 107 patients followed from the Hospital Day Integrative Medicine Institute Professor
Fernando Figueira (IMIP), subdivided into four groups: I. Therapeutic Success, Il. Therapeutic
Failure, I1l. Immune Success, IV. Immune Failure, and analyzed clinical and epidemiological
variables, such as gender, age, weight and ethnicity. No statistically significant associations
were observed in the isolated analyzes between polymorphisms of the VDR gene with
therapeutic failure or immune response. However, in multivariate analyzes, the rs1540339 C/C
genotype was associated with gender in therapeutic success (OR = 0.08, p = 0.04). In addition,
analysis involving weight, ethnicity and gender and the rs3890733 showed association with the
immune response to the C/C genotype and T/T in overdominant model (OR =0.21, p =0.024).
The results indicate the importance of vitamin D receptor in HIV- 1 infections and may
contribute to the understanding of variability of patient’s various responses to ART.

Keywords: 1. Human Immunodeficiency Virus. 2. SNPs. 3. VDR. 4. Antiretroviral Therapy.
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1. Apresentacéo

HIV/aids consiste em uma pandemia que, de acordo com a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), é responsavel por mais de 70 milhdes de infecgdes e 35 milhdes de mortes
decorrentes dessas infeccbes (MONROE et al., 2014). No Brasil, segundo o Ministério da
Saude (MS) (2013), existem cerca de 686.478 casos de aids (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida) e, no ano de 2012, foram notificados 39.185 casos com 11.896 mortes declaradas.
Ainda de acordo com o MS, foi observada a concentracdo da epidemia brasileira de HIV (Virus
da Imunodeficiéncia Humana) em populagdes que apresentam situacdo de maior risco e
vunerabilidade com relacdo a populacdo em geral.

O Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1) € capaz de se multiplicar de forma
mais eficiente em linfécitos T CD4+, embora também infecte linhagens de
mondcitos/macréfagos, e a principal caracteristica da patogenicidade decorrente desse tipo de
infeccdo consiste na deplecdo das células T CD4+, que se tornam mais sensiveis a morte celular
programada por apoptose e piroptose (HEGEDUS et al., 2014; LAFORGE et al., 2011,
DOITSH et al., 2010).

A condicdo para que ocorra infeccdo por HIV é bastante complexa e dependente de
diversos fatores podendo ser influenciada pela variabilidade dos individuos no que diz respeito
a suscetibilidade a infeccdo e a progressao para a aids (NASI et al., 2013). Sua disseminacéo
ocorre principalmente entre células T suscetiveis através de dois processos: 1- infeccdo de
célula livre pelo préprio virus ou 2- propagacdo direta célula-célula através de sinapses
viroldgicas (VS), onde o virus tem preferéncia para egresso devido ao acimulo de proteinas
dessas sinapses além de moléculas de adesdo (ICAM) e receptores de entrada (GROPPELLLI;
STARLING; JOLLY, 2015; HERBEIN et al., 2010). Embora haja essa preferéncia para
egresso, o HIV também apresenta capacidade de infectar células latentes e provocar efeitos
citopaticos em curto prazo (ABBAS et al., 2011).

A vitamina D é um horménio produzido pela pele e metabolizado na sua forma ativa
pelos rins (DE AZEVEDO SILVA et al., 2013). Seu papel em infeccbes por HIV-1 esta
envolvido na sintese de peptideos antimicrobianos contra a entrada do virus ou na diminuigédo
da ativagdo imunologica na fase aguda e na inducdo de ferramentas para uma resposta mediada
por linfécitos T helper menos efetiva contra essas infeccBes na fase cronica da infecgdo
(LAPLANA et al., 2014).
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Esse hormonio esta tradicionalmente associado & homeostase de céalcio e mineralizacéo
0ssea, mas na Ultima década, evidéncias experimentais envolvendo o papel fundamental da
vitamina D no controle das respostas imunes inata e adaptativa tém sido crescentes. Além de
seu papel no metabolismo mineral, também apresenta efeito pleiotropico no controle do
crescimento e diferenciacdo celulares e modulacdo da resposta imune. Seus efeitos
imunolégicos sdo mediados pela ligacdo da vitamina D biologicamente ativa com o receptor de
vitamina D de macrofagos, células dendriticas, linfocitos B, neutrdéfilos e linfécitos T ativados.
Esse complexo atua regulando a liberacdo de citocinas, a funcéo e a proliferacédo de linfocitos
T e a producdo de peptideos antimicrobianos (MOODLEY et al., 2013).

O gene receptor de vitamina D (VDR) atua como mediador da resposta imune
modulando a acdo desta vitamina que estd envolvida na inducdo a resposta imune local,
principalmente apos infeccdo bacteriana, produzindo peptideos antimicrobianos e induzindo a
resposta imune. Variagdes nos genes relacionados as vias de resposta imunolégica podem
apresentar influéncia na interacdo entre o virus e o hospedeiro (COELHO et al., 2013).
Polimorfismos de base unica (SNPs) no gene VDR podem levar a diminuicdo da atividade do
receptor e ao consequente prejuizo para o papel da vitamina D (D3). Tais polimorfismos sao
considerados como a maior fonte de variagBes genéticas interindividuais, podendo ser
utilizados para identificacdo da predisposi¢cdo genética a diversas doencas multifatoriais, sendo
assim uma importante ferramenta no reconhecimento e analise de marcadores genéticos
principalmente por sua abundéncia no genoma (DE AZEVEDO SILVA, 2012).

Estudos prévios demonstraram associacdo entre variacBes genéticas (e.g. Bsm-l,
DHCR7, Fokl) no receptor de vitamina D e infec¢des por HIV-1. Foi observado que o alelo A
do Bsm-I e que o alelo G do DHCR?7 estavam associado com a progressdo mais rapida da
doenca, e que o risco de progressdo para aids também foi atribuido aos heterozigotos do
rs2228570 (Fokl) e aos homozigotos S/S do rs17878969 devido a grande representa¢do nos
individuos progressores (MOODLEY et al., 2013; LAPLANA et al., 2014).

Atualmente, o controle da epidemia de HIV/aids no Brasil é baseado no diagnéstico
precoce, em intervengdes de prevencdo combinada, no tratamento que envolve o diagndstico
oportuno da infeccdo e no investimento na melhoria do cuidado continuo dos individuos
infectados. A administracdo da Terapia Antirretroviral (TARV) visa diminuir a probabilidade
de adoecimento e morte dessas pessoas que vivem com HIV/aids, controlar a doenca e diminuir
a transmissao do virus através da diminuicio da carga viral (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).
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Embora a TARV tenha como objetivo diminuir a carga viral, alguns pacientes, mesmo
apresentando boa adesdo ao tratamento, ndo recuperam os niveis de CD4+ satisfatoriamente.
Além disso, em infec¢des por HIV, observa-se uma alta prevaléncia de deficiéncia de vitamina
D em todas as faixas etarias. Estudos europeus e norte-americanos envolvendo adultos
infectados por HIV-1 mostraram que esses baixos niveis foram encontrados em 89% e 70,3%
dos pacientes, respectivamente, e que fatores como raca, exposic¢do a drogas anti-HIV como o
Efavirenz e insuficiéncia renal estdo também associados a estagios clinicos avancados de
infeccdo pelo HIV-1, diminuicdo das contagens de LT CD4+ e aumento da mortalidade
(MOODLEY et al., 2013).

Dessa forma, sabendo-se que 0s mecanismos que envolvem o HIV/aids s&o complexos
e que o receptor de vitamina D desempenha um importante papel na modulacéo do sistema
imune, acredita-se que o0 VDR pode atuar como marcador de infeccdo por HIV-1 e progressao
para aids se tornando um possivel alvo para intervencgdes terapéuticas.

Com isso, esse trabalho objetivou avaliar a influéncia de SNPs nas sequéncias do gene

do VDR em relacdo a resposta dos pacientes a TARV.
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2. Revisdo da Literatura

2.1 Epidemiologia do HIV/aids no Brasil

De acordo com o Ministério da Saude (2013), estima-se que aproximadamente 718 mil
pessoas vivam com HIV/aids, com tendéncia de aumento da infec¢éo na populagao jovem.

Atualmente, no Brasil, a epidemia de HIV/aids € considerada estavel, sendo a
prevaléncia das taxas de HIV em popula¢cdes homossexuais e entre homens que fazem sexo
com homens (HSH) com cerca de 10,5%. Em relacdo as pessoas que fazem uso de drogas esse
percentual é em torno de 5% e entre profissionais do sexo, 4,9% (Figura 1). Tal distribuicdo se
apresenta de forma contrastante entre as regides do pais e por isso estratégias focadas nos
“hotspots” (regides com risco elevado para novas infecgdes ou com elevadas taxas de HIV/aids)
s&o adotadas no intuito de melhorar a resposta a essa epidemia (UNAIDS, 2014; MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

12,0

A : 10,5
10,0

@ 8,0
2
@
2 59
14 6,0
a 49

4,0

20 12

0.0 - .
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15-49 15-49 1549  jovens 17-21

Figura 1 — Grupos populacionais em situagdo de maior vulnerabilidade. Taxas de prevaléncia de HIV encontradas em estudos
realizados pelo Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais (2008/2009) e parceria entre Ministério da Justica e 0 Ministério
da Saude/Fiocruz (2013). Na populagdo de 15 a 49 anos, a prevaléncia é de 0,6%, sendo 0,7% homens e 0,4% mulheres. Em
jovens entre 17 e 21 anos essa taxa € de 0,1% (A). Taxas de prevaléncia de HIV em grupos populacionais de maior
vunerabilidade: HSH (homens que fazem sexo com homens), PS (profissionais do sexo), PUD (pessoas usuarias de drogas) e
usudrios de crack (B).

Fonte: Adaptado de Ministério da Sadde, 2014.
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De acordo com os dados validados pelo Siclom (Sistema de Controle Logistica de
Medicamentos), 72,5% dos casos de aids foram registrados do ano 2000 até meados de 2013.
Desses, 64,9% foram do sexo masculino e 35,1%, do sexo feminino. Entre as regides do pais,
0S registros ocorreram com uma prevaléncia de 74% na regido Sul, seguida por 73,5% no
Centro-Oeste, 66% no Nordeste, 59,9% no Sudeste e 55,5% ocorreram na regido Norte
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Do inicio da epidemia (1980) até o ano de 2013, 278.306
obitos foram registrados, com prevaléncia maior na regido Sudeste (61,8%) e menor na Norte
(4%), segundo o Ministério da Saude (2014).

Baseado nos dados epidemioldgicos, o Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais
(DDAHV) do Ministério da Salde aposta em iniciativas que visem intensificar as a¢oes de
diagnostico e acesso ao teste de HIV para que sejam administradas precocemente as TARVS e
assim haja melhoria da qualidade de vida e reducéo da transmisséo do HIV (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014).

2.2 Diagnostico e Tratamento

O diagnostico de infeccdo por HIV pode ser feito tanto por testes biolégicos que
detectem a presenca de anticorpos anti-HIV como também a partir do aparecimento de
infeccOes oportunistas que caracterizam um sinal evidente dessa doenca. Os testes mais
amplamente utilizados para deteccdo da presenca do HIV sdo os testes sorolégicos como o
ELISA (do inglés “Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay), testes moleculares e o teste
rapido (JAMISON et al., 2006).

No Brasil, o diagnostico por esse tipo de infeccdo é regulamentado pela Portaria 29, de
17 de dezembro de 2013, e realizado em laborat6rios a partir de testes sorolégicos e moleculares
ou ainda por testes rapidos durante 0 acompanhamento médico ou domiciliar ou em centros de
testagem e aconselhamento. A partir da confirmacdo, o individuo € direcionado a uma Unidade
Bésica de Saude (UBS) do Sistema Unico de Sadide (SUS) ou a um servico especializado
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

De acordo com o Ministério da Satde (2013), os esfor¢os tém se concentrado em uma
combinacdo de fatores incluindo diagndstico precoce, tratamento e intervencdes de prevencao
combinada como a melhoria do cuidado continuo dos individuos. Tendo em vista que para se
obter uma resposta efetiva no controle a epidemias é necessario que haja a priorizagdo de

estratégias de prevencdo, a identificacdo do perfil epidemioldgico se torna um pré-requisito
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para alcancgar tal objetivo (JAMISON et al., 2006). O Ministério da Saide preconiza em seu
protocolo clinico que a abordagem inicial seja um passo importante para que a relacdo
estabelecida entre medico e paciente seja sélida e, dessa forma, fundamental para a adeséo ao
tratamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A partir de dezembro de 2013, o Brasil foi o primeiro pais em desenvolvimento a adotar
uma medida que prevé o tratamento como prevencdo (do inglés Treatment as Prevention —
TasP), de forma que o tratamento pode ser iniciado imediatamente apos o diagnostico do HIV-
1 confirmado, independente da contagem de CD4, tudo isso como tentativa de melhoria da
qualidade de vida das pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) e também para redugdo da
transmissao do virus (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Atualmente, o tratamento para infec¢des por HIV-1 consiste na Terapia antirretroviral
altamente efetiva (do inglés highly active antirretroviral therapy — HAART) que atua no intuito
de promover a supresséo da replicacdo viral (COELHO et al, 2013). Inicialmente, baseava-se
na monoterapia, com 0 uso do primeiro medicamento anti-HIV, a azidotimidina (AZT)
(VELLA etal., 2012), mas mais adiante essa terapia se mostrou ineficaz quanto a promocao da
supressdo da replicacdo viral devido a resisténcia adquirida decorrente das altas taxas de
mutagdes no genoma do HIV-1 (TANG; SHAFER, 2012), dessa forma passou-se a utilizar a
combinacdo de drogas antirretrovirais diminuindo assim as chances de resisténcia simultanea
do virus (CRESSEY; LALLEMANT, 2007). Ainda assim, a resposta a HAART ¢ bastante
complexa e também limitada devido a toxicidade (a curto ou longo prazo) e a resisténcia aos
medicamentos, e a eficacia da terapia depende da sensibilidade do virus a determinada droga.
Essa variabilidade pode ser inflenciada tanto por fatores que regulam a disponibilidade de
medicamentos (farmacocinética), como por efeitos no hospedeiro e farmacodindmica do virus
(MICHAUD et al., 2012).

No Brasil, 0 acesso a esse tratamento para HIV/aids € universal, gratuito e garantido por
lei. O uso dos medicamentos deve ser realizado com pelo menos trés antirretrovirais
combinados, sendo dois deles de classes diferentes, podendo ser combinados em um Unico
comprimido.  Atualmente, as terapias de primeira linha compreendem o0s seguintes
regimes/classes (COELHO et al., 2013; CRESSEY; LALLEMANT, 2007; MICHAUD et al.,
2012):

e Inibidores Analogos a Nucleosideos da Transcriptase Reversa (do inglés nucleoside
reverse transcriptase inhibitors — NRTIS), que sdo analogos de nucleosideos ou

nucleotideos que se incorporam ao DNA do virus e interrompem a sintese do seu
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material genético (Abacavir, Didanosina, Estavudina, Lamivudina, Tenofovir,

Zidovudina, e combinac¢do Lamivudina/Zidovudina);

e Inibidores ndo-analogos a Nucleosideos da Transcriptase Reversa (do inglés non-
nucleoside reverse-transcriptase inhibitors — NNRTIs), que impedem a sintese do
material genético do virus por se ligarem a sitios alostéricos da transcriptase reversa
inibindo sua atividade (Efavirenz, Nevirapina e Etravirina);

e Inibidores de Protease (Pl), que interagem com a protease viral impedindo o
processamento correto das proteinas, abolindo sua infectividade, mas seu efeito
antirretroviral € também dependente da sua farmacocinética (Atazanavir, Darunavir,
Fosomprenavir, Indinavir, Lopinavir/r, Nelfinavir, Ritonavir, Saquinavir e Tipranavir);

e Inibidor de Integrase, que bloqueia a atividade da integrasse inibindo a replicagdo do
virus e a capacidade de infectar novas células, como o Raltegravir que apresenta
caracteristicas fisico-quimicas favoraveis a inibicdo da integrase (sendo a integracao
uma etapa Unica e essencial para a replicacdo do virus) e tem uma barreira genética
menor do que os inibidores de protease e 0s NRTIs; e

e Inibidor de Entrada ou de Fusdo, como o0s antagonistas de receptores CCR5
(Enfuvirtida), que impede a entrada de particulas virais na célula alvo por bloquear a
utilizacdo desse correceptor, embora ndo tenha capacidade de inibir a entrada de
particulas virais que ndo tenham tropismo para o0 CCR5.

Apoés a implementacdo da terapia antirretroviral a aids é considerada uma doenga
cronica, sendo, portanto, possivel haver diminuigdo da probabilidade de adoecimento e morte
além de melhorar a qualidade de vida e diminuir a transmissdo do virus, levando em
consideracdo o tratamento adequado (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

2.3 Patogénese da aids

InfeccBes por HIV-1 sdo caraterizadas por haver ativacdo continua do sistema
imunologico. Macrdfagos e outros tipos celulares sdo permissivos a infeccao por esse tipo viral
0 que pode levar a modulagéo das vias de sinalizacdo e modulacdo dos mecanismos apoptoticos
préprios do hospedeiro (HERBEIN et al., 2010; MBITA; HULL; DLAMINI, 2014). A
determinacdo da patogénese pela infec¢do por HIV-1 envolve a deplecdo dos linfdcitos T que

leva a imunodeficiéncia e a presenca de células latentes que servem como reservatorios virais,
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tais como os macrofagos associados ao intestino que, possivelmente, sofrem regulagdo negativa
dos receptores CD4 e CCR5 induzida pelo estroma intestinal, que também diminui a ativacao
do fator nuclear kappa B (NFkB), que funciona como fator de transcricdo, nesses macrofagos
(KUMAR; ABBAS; HERBEIN, 2014).

De acordo com Garg e colaboradores (2012), diversas proteinas virais tém sido descritas
no envolvimento com esse processo, mas a interacdo entre a glicoproteina viral Env expressa
nas células infectadas e os receptores das células adjacentes é abordado como um mecanismo
bastante importante haja vista que o receptor CD4 ¢é primeiramente utilizado pelo HIV-1 para
entrar na célula. Seus estudos mostraram que Env medeia a fusdo entre as membranas viral e
celular permitindo a entrada do virus, o que é possivel pela atuacdo das glicoproteinas virais
gp120, que se liga ao CD4, e gp41, que se liga ao correceptor de quimiocina mediando a fus&o.
Dessa forma, essas proteinas sdo reconhecidas pelos receptores e correceptores presentes nas
células linfoides ocorrendo a penetracdo do capsideo no meio intracelular (FANALES-
BELASIO et al., 2010). A partir de entdo, a interacdo entre proteinas e receptores induz a
formacdo de sincicios que eventualmente levam a apoptose, assim como a infeccdo abortiva
por HIV pode levar a apoptose de células adjacentes (Figura 2) (GARG et al., 2012; DOITSH
et al., 2010).
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Figura 2 — Descricdo dos fatores de regulagdo de Env fusogénica levando a apoptose de células adjacentes. O potencial
fusogénico da glicoproteina Env viral é determinado ndo apenas pelo subtipo do HIV, mas também pelo estagio da doenca,
pelos niveis de expressdo do correceptor do HIV nas células T CD4+ de individuos infectados e pelo uso de drogas que tem
como alvo o envelope viral. O processo de morte das células T em infecgdes por HIV € iniciado por interacdes entre o receptor
da glicoproteina Env nas células infectadas e o correceptor nas células vizinhas. Essa interacdo leva a total fusdo entre as duas
células formando sincicios ou uma fuséo abortiva levando & hemi-fusdo. Ambos os processos levam & morte celular por
apoptose.

Fonte: Adaptado de Garg et al., 2012.
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Enquanto ocorre o declinio do percentual de linfocitos, o numero de macr6fagos
permanece constante contribuindo para a replicacdo viral. Tal declinio é consequéncia da
atuacdo dos linfocitos T CD8+ que matam os LT CD4+ infectados de forma que o hospedeiro
se torna imuno-comprometido e suscetivel a novas infeccdes oportunistas e novas patologias.
A morte celular por apoptose decorrente da infec¢éo por HIV envolve componentes tanto da
via extrinseca como da via intrinseca incluindo MAPK, caspases 8 e 9, destrui¢do de proteinas
estruturais, regulacdo de Bcl-2, liberacdo de citocromo ¢ mitocondrial, encurtamento dos
telomeros e ativacdo e transcricdo do NFkB. Proteinas virais como a Vpr podem induzir
apoptose de células CD4+ infectadas atraves da via mitocondrial, enquanto que a Nef induz a
morte dessas células pela via ativada a partir dos receptores de morte (MBITA; HULL;
DLAMINI, 2014).

Segundo Herbein e colaboradores (2010), é crucial entender as vias de sinalizacao
envolvidas na ativacdo de macrofagos a partir de infeccBes por HIV-1 visto que essa abordagem

pode levar ao desenvolvimento de novas terapias.

2.4 Vitamina D e VDR

A vitamina D se encontra representada sob duas formas principais que séo a vitamina
D3 (colecalciferol) e a vitamina D2 (ergocalciferol), ambas encontradas em alimentos e
suplementos especificos, mas apenas a D3 é produzida pela pele (KAMEN; TANGPRICHA,
2010).

A partir da ativacdo dos seus precursores pela exposicdo a luz solar e transformacéo
bioquimica no figado, a vitamina D atinge sua forma biologicamente ativa pela converséao
através da enzima CYP27B1 (25-hidroxivitamina-Ds 1-a-hidroxilase) e seus metabdlitos sdo
transportados pela VDBP (proteina de ligacdo da vitamina D, do inglés vitamin-D-binding
protein). Um potencial papel da vitamina D em infecgdes por HIV-1 tem sido considerado em
dois processos com efeitos opostos que sdo: I- sua atuagdo benéfica a partir da sintese de
peptideos antimicrobianos contra a entrada do virus evitando a infec¢do ou diminuindo a
ativacdo imunoldgica na fase aguda, sendo esse ultimo o principal mecanismo patogénico e, 1l-
a inducdo de ferramentas para uma resposta mediada por linfécitos T helper menos efetiva
contra essas infec¢des durante a fase cronica da infeccdo. Além disso, diferencas nos niveis de

D3 circulante podem ser observadas em estagios diferentes de infeccdo por HIV e progressao
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para a aids, sendo detectados niveis quase normais em pacientes que ndo apresentam eventos
de aids descritos em contraste com niveis bastante reduzidos durante a progressdo para essa
doenca (LAPLANA et al., 2014). Ja a regulacéo de suas fungdes paracrinas e enddcrinas é feita
pelo sistema imune e dependente da pré-vitamina D, de forma que sua deficiéncia se torna
critica para o proprio sistema imune, e seu efeito paracrino/endocrino é dependente de suas
concentragdes (KAMEN; TANGPRICHA, 2010; AGUILAR-JIMENEZ et al., 2013).

A D3 entra na célula alvo através da circulacdo e se liga ao VDR. Esse receptor entra
no nudcleo e se heterodimeriza com o receptor de acido retindico (RXR). O heterodimero
formado se liga a elementos de resposta a vitamina D (VDER) localizados no DNA, ativando
por essa via a transcrigdo génica (Figura 3) (DE AZEVEDO SILVA, 2012).
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Figura 3 — Vias de sinalizacdo gendmicas e ndo gendmicas do VDR na inibigdo da transcricdo do gene CYP7A1 nos hepatdcitos
humanos. Ligantes do VDR, 1la, 25 (OH) 2-D3, ou LCA estimulam a translocacdo intracelular de VDR para a membrana
plasmética. Tais ligantes induzem a fosforilagdo da tirosina (Y) e ativam c-Src. VDR interage com c-Src na membrana
plasmética. A sinalizacdo do VDR na membrana ativa c-Raf que entéo ativa a via do MEK1 /2 / ERK1 / 2 MAPK. O VDR
também é translocado para o nucleo independente da via de tirosina quinase. ERK1 / 2 é translocado para o nucleo e
posteriormente fosforila a serina / treonina (S / T) sobre os residuos nucleares de VDR, RXRa, e HNF4a. VDR / RXRa recruta
correpressor NcoR-1 ou SMRT para o BARE deslocar o complexo HNF4o,/ VDR / PGC-1a ou complexo SRC-1 resultando
na inativagdo do gene CYP7A1. VDR interage com HNF4a e impede a dimerizacéo e ligacdo de HNF4a ao BARE.

Fonte: adaptado de Han et al., 2010.
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Estudos in vitro descritos por Moodley e colaboradores (2013) tratam da atuacao dessa
vitamina no aumento da autofagia induzida por concentracGes fisioldgicas de vitamina D
biologicamente ativa em criancas e adultos infectados por HIV-1 de forma que essa condicao
inibe a replicacdo do HIV-1 em macrofagos infectados. Embora todas essas condi¢gdes tenham
sido descritas, as consequéncias da deficiéncia de vitamina D para os pardmetros imunol6gicos
permanecem pouco caracterizados (FABRE-MERSSEMAN et al., 2014).

Seu envolvimento com o sistema imune ocorre através da promocao da diferenciacdo
de mondcitos, inibicdo da proliferacdo de células T e citocinas como a interleucina 2 (1L-2),
interferon y (IFN- y) e interleucina 12 (IL-12) e aumento do fator de crescimento tecidual 1
(TGF-B1), interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 10 (IL-10) (KAMEN;
TANGPRICHA, 2010; MONTICIELO et al., 2012) (Tabela 1).

Tabela 1 — Agdes bioldgicas da vitamina D/VDR e doengas relacionadas.

Classificagéo Doencas Representativas Efeitos Especificos
Sistema imune Mycobacterium tuberculosis Aumento de catelecidina peptideo antimicrobiano
Psoriase Aumento de peptideos antimicrobianos (AMPs)
Doenga inflamatdria do intestino Diminui¢ao de IFNy e TNFa
Doengca periodontal Aumento de catelecidina e diminuicdo de MMP9
Artrite reumatoide Diminuigao de IL-17A e aumento de IL-4
Diminuigdo de TNFa, IL-1B, INFy, MCP-1, ICAM-
Nefrite 1le VCAM-1
Sistema nervoso
central Esclerose multipla Diminuicéo de IL-17A
Encefalomielite Diminuicdo de IL-17 e CCR6
Sistema
endocrino Diabetes tipo 1 Secrecdo de insulina
Diabetes tipo 2 Resisténcia a insulina
Céncer Prostata Diminuicdo de Bcl-2 e Apoptose
Diminuicéo de crescimento tumoral e aumento de
Mama p2lep27
Colo Diminuicao de c-fos e c-myc

Fonte: Adaptado de Yang et al, 2012.

De acordo com Cozzolino e colaboradores (2003), o uso de inibidores de protease
utilizados no tratamento anti-HIV interfere no metabolismo da D3 por inibir a atividade de 25-
hidroxilase, 24-hidroxilase e la-hidroxilase. Além disso, Inibidores ndo nucleosideos da

transcriptase reversa utilizados na terapia antirretroviral como o Efavirenz, além de outros
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fatores como raca, obesidade, insuficiéncia renal, pigmentacdo mais escura da pele e exposi¢éo
a luz ultravioleta se encontram associados aos baixos niveis de vitamina D em pacientes
infectados por HIV (MOODLEY et al., 2013).

O receptor de vitamina D (VDR) é um membro da familia do receptor de horménio
nuclear que influencia a funcdo de genes envolvidos na regulacdo celular, crescimento, e
imunidade, atuando como modulador da resposta imune e se encontra presente em mais de 50
tipos celulares (WANG et al, 2012; RUAN et al, 2015). O gene VDR esta localizado no
cromossomo 12 (12913-14) e inclui oito éxons codificadores de proteinas (2-9), seis éxons ndo
traduzidos (18-1f) com splicing alternativo, oito introns e duas regiGes promotoras. Os
polimorfismos descritos no VDR estdo presentes principalmente nas regides promotoras
préximas ao éxon 1, entre 0s éxons 2 e 9 e na regido 3'UTR (DE AZEVEDO SILVA, 2012).
Tais polimorfismos podem estar relacionados a modificacdo da funcdo génica ou ainda a
modificacdo da funcdo da vitamina D, tornando-a ineficiente (DE AZEVEDO SILVA et al.,
2013). Dentre os SNPs mais descritos na literatura estdo o Cdx2 (G>A), Fokl (C>T), Bsml
(A>G), EcoRV (G>A), Apal (G>T) e Taql (T>C) como mostra a figura 4 (UITTERLINDEN
etal., 2004).
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Figura 4 — Estrutura do gene VDR e a localizagdo dos SNPs mais estudados.
Fonte: Adaptado de de Azevedo Silva, 2012.
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2.4.1 Influéncia genética de SNPs no gene VDR na infec¢do por HIV-1

Polimorfismos de base Unica (SNPs) sdo fonte de variabilidade genética interindividual,
estdo presentes na sequéncia de bases e podem nédo ter consequéncias patologicas diretas,
embora diversos estudos tenham mostrado associacdes entre SNPs com a progressao da doenca
em pacientes infectados por HIV-1. Grupos de polimorfismos podem ser representados por Tag
SNPs, que se localizam em uma regido do genoma com forte desequilibrio de ligacdo. Neste
trabalho, destacam-se os Tag SNPs: rs3890733, rs4760648, rs1540339 e rs 2248098, e 0s SNPs
funcionais ndo representados pelos Tag SNPs citados anteriormente: rs2228570 (Fokl) e
es11568820 (Cdx2) distribuidos no gene VDR como mostra a figura5 (DE AZEVEDO SILVA,
2012).
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Figura 5 - Estrutura do gene VDR e distribuigdo e area de cobertura dos Tag SNPs e SNPs funcionais (Cdx2 e Fokl) testados
ao longo do gene.
Fonte: Modificado de de Azevédo Silva et al., 2013.

O papel da vitamina D em infec¢des € controverso, mas foi mostrado que ela promove
a sintese de peptideos que tem efeito sobre a entrada do virus e por outro lado induz uma
resposta imune menos efetiva de linfocitos T helper contra infec¢des virais. O SNP funcional

Fokl mostrou relagdo com infecg¢fes por HIV em criangas que apresentam alteracdo no codon
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de iniciacdo de traducdo local do gene VDR resultando em uma proteina mais curta
(MOODLEY et al., 2013), com a suscetibilidade de doengas autoimunes, rapida progressédo do
HIV/aids e baixos niveis de metabolito circulante da vitamina D no soro (LAPLANA et al.,
2014). Ja o Cdx2 se mostrou mais prevalente em individuos nao infectados por HIV-1, mas em
situacédo de risco (DE LA TORRE et al., 2008).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia de polimorfismos de base Unica (SNPs) nas sequéncias do gene do
receptor de vitamina D (VDR) em relacéo & resposta dos pacientes a Terapia Antirretroviral
(TARV).

3.20Dbjetivos Especificos

Determinar a frequéncia dos SNPs, (rs3890733, rs476048, rs1540339, rs2248098, rs2228570
e rs11568820) do gene VDR em pacientes infectados por Virus da Imunodeficiéncia Humana
tipo 1 (HIV-1) sob Terapia Antirretroviral;

Avaliar o grau de associac¢do dos SNPs com o sucesso ou falha do TARV;

Avaliar o grau de associa¢do dos SNPs com o sucesso ou falha imunolégica ao TARV;
Avaliar a relacdo entre os fatores clinicos e epidemioldgicos e 0s SNPs com o sucesso/falha do
TARV;

Avaliar a relacdo entre os fatores clinicos e epidemioldgicos e os SNPs com o sucesso/falha

imunoldgica ao TARV.
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4. Métodos

4.1 Grupo de estudo

Esse trabalho fez parte de dois projetos maiores previamente aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando
Figueira (IMIP), a saber: "Fatores genéticos humanos envolvidos no curso da infecgdo pelo
HIV: Transmisséo vertical, imunidade e resposta a terapia antirretroviral” e “Polimorfismos em
genes de vias de Metabolizacdo e Transporte de Drogas e Terapia Antirretroviral contra o HIV-
1”. Foram realizadas as coletas de sangue em 508 pacientes com idades entre 18 e 50 anos,
atendidos e tratados no Hospital Dia do IMIP, no periodo de maio de 2011 a dezembro de 2014.
Os pacientes foram selecionados inicialmente a partir dos seguintes critérios gerais de inclusao:
auséncia de comorbidades pré-existentes, tratamento antirretroviral ha pelo menos um ano sem
intervalos significativos e presenca de dados clinicos nos prontuarios, totalizando 107
pacientes.

Os individuos foram classificados de acordo com sucesso/falha terapéutica (diminuicdo
da carga viral a nivel indetectavel, inferior a 50 copias/mL) e sucesso/falha imunoldgica (>500
células/mm® ou > 25%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2014) distribuidos em 12 pacientes com
falha terapéutica, 95 com sucesso terapéutico e 14 com falha imunolégica e 93 com sucesso
imunolégico.

Um Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os

individuos incluidos neste estudo (Anexo A).

4.2 Extragdo de DNA gen6mico

Foi realizada a coleta de aproximadamente 5 mL de sangue venoso periférico em tubos
contendo &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) por individuo. As amostras foram
encaminhadas ao Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de
Pernambuco (LIKA/UFPE) onde o DNA gendmico foi isolado a partir das células do sangue
periférico de cada paciente seguindo as instrugdes do protocolo para Mini Salting Out.

Posteriormente, as amostras foram quantificadas e armazenadas em freezer a -20°C.
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4.3 Selecdo dos polimorfismos de base Unica

Os polimorfismos foram selecionados a partir de busca na literatura e utilizando os
bancos de dados SNPBrowser software 4.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA) e HapMap
(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). Tag SNPs (rs3890733, rs4760648, rs1540339 e rs2248098)
e SNPs funcionais (rs2228570 e rs11568820) apresentavam frequéncia do alelo minoritario
(MAF) de 10%.

4.4 Genotipagem dos individuos

A genotipagem dos SNPs foi realizada com sondas alelo especificas fluorescentes
(Tagman Probes, Applied Biosystems, Foster City, CA), utilizando a plataforma para PCR em
tempo real ABI7500, com base no protocolo do fabricante, sendo C_ 2880800 10
correspondente ao rs3890733, C__ 1744890 10 correspondente ao rs476048, C_ 8716064 1
correspondente  ao  rs1540339, C_ 3290630 1  correspondente ao  rs2248098,
C_ 12060045 20 correspondente ao rs2228570 e C__ 2880808 10 correspondente ao
rs11569920 para o total de 107 pacientes.

4.5 Métodos estatisticos

4.5.1 Variaveis clinicas e epidemiologicas

As variaveis selecionadas para a analise no contexto deste estudo incluiram as que
possivelmente influenciariam no resultado do tratamento: género, idade, peso, etnia, carga viral

e contagem de células T CD4+.

4.5.2 Analises estatisticas

O teste t de Student e 0 ANOVA foram utilizados para avaliar se 0s valores da variavel

peso estariam associados as posteriores respostas terapéutico-imunoldgicas.
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As frequéncias alélicas e genotipicas e o equilibrio de Hardy-Weinberg foram realizados
utilizando a ferramenta SNPStats ((http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats).

O pacote R "SNPassoc" (software R, versdo 2.12.2), desenvolvido para estudos
genéticos, foi utilizado para avaliar a associacdo entre SNPs e o sucesso/falha do TARV e o
sucesso/falha imunoldgica ao TARV, e avaliar a associacdo entre SNPs e os fatores clinicos e
epidemioldgicos com o sucesso/falha do TARV e o sucesso/falha imunoldgica ao TARV.

Os valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos e incluidos na

analise de regressdo logistica.
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5. O PAPEL DE POLIMORFISMOS NO GENE VDR NA RESPOSTA A TERAPIA

ANTIRRETROVIRAL (TARV) EM INFECCAO POR HIV-1 NA POPULACAO DO
NORDESTE BRASILEIRO

INTRODUCAO

A infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1) é complexa e
multifatorial, influenciada pela variabilidade dos individuos relacionada a suscetibilidade a
infeccdo e a progressdo para a aids!. Os alvos principais do HIV-1 sdo linfocitos T CD4+ e
linhagens de mondcitos/macréfagos?, sendo a deplecio de células T CD4+ a principal

caracteristica da patogenicidade dessas infecgoes®.

A vitamina D é produzida pela pele e metabolizada na sua forma ativa pelos rins*. Seu
potencial papel em infeccbes por HIV-1 tem sido considerado em processos como a sintese de
peptideos antimicrobianos contra a entrada do virus evitando a infec¢do ou diminuindo a
ativacdo imunologica na fase aguda, sendo esse Ultimo o principal mecanismo patogénico, e a
inducdo de ferramentas para uma resposta mediada por linfocitos T helper menos efetiva contra
essas infecgdes durante a fase crénica da infeccdo. Seus niveis circulantes podem variar de
guase normais, em pacientes que ndo apresentam eventos de aids descritos, a bastante reduzidos
durante a progressdo para essa doenca®. Além disso, apresenta envolvimento com o sistema
imune, com funcdo imunomoduladora, por promover a diferencia¢do de mondcitos e a inibicao
da proliferacdo de células T e citocinas (IL-2, IFN- y e IL-12) bem como o aumento do TGF-
B1, IL-4, IL-5 e IL-10%" e sua agdo é regulada principalmente pelo receptor de vitamina D
(VDR)%.

Sua ligagdo com o (VDR) induz a translocacdo do VDR para o ndcleo celular e a
formagéo de um heterodimero com o receptor de &cido retindico (RXR) ativando a transcrigédo
génica. A funcdo do VDR esta relacionada a modulacdo da resposta imune e a presenca de
polimorfismos nesse receptor pode modificar sua funcdo ou ainda tornar a vitamina D
ineficiente*®. Considerando que polimorfismos no gene desse receptor podem levar ao
comprometimento do papel da vitamina D, diversos estudos de associacdo com SNPs tem sido

realizados e mostraram envolvimento com a progress3o e suscetibilidade a doencas imunes?®.
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Na imunidade inata, os macréfagos desempenham um papel bastante relevante no
combate a bactérias. Eles expressam CYP27B1 na superficie e tem a capacidade de produzir
vitamina D localmente quando estimulados por INFy além de, a partir de receptores do tipo
Toll (TLR), também aumentar a expressdo de CYP27B1 e VDR. Assim, com 0 aumento de
CYP27B1 e VDR ocorre 0 aumento da sintese de D3 e producgéo de catalecidina antimicrobiana.
No entanto, o0 mecanismo de regulacao de citocinas pré-inflamatdrias por essa via ainda nao €
totalmente compreendido. Mesmo assim, sabe-se que a vitamina D se liga a subunidade IkBa
do NFkB impedindo sua fosforilacdo e resultando no bloqueio da via de ativagéo desse fator de
transcricdo no tipo celular RAW264.71°. Nos linfécitos T, o VDR pode ativar uma via
alternativa de proteina quinase e esta relacionada a uma maior capacidade de resposta dessas

célulastt.

Estudos in vitro mostraram da atuacdo da vitamina D no aumento da autofagia em
infeccBes por HIV-1 e inibigdo da replicacdo do HIV-1 em macrdfagos infectados®. Embora
todas essas condi¢fes tenham sido descritas, as consequéncias da deficiéncia de vitamina D

para os parametros imunoldgicos permanecem pouco caracterizados?.

Neste trabalho, selecionamos quatro Tag SNPs (rs3890733, rs4760648, rs1540339 e
rs2248098) e dois SNPs funcionais (rs2228570 e rs11568820) presentes na sequéncia do gene
VDR para um estudo de associacdo com o objetivo de avaliar se polimorfismos no gene VDR
poderiam estar relacionados com a resposta a TARV de pessoas vivendo com HIV-1 na cidade

do Recife e regido metropolitana.
MATERIAL E METODOS

Pacientes: Foram recrutados 508 pacientes positivos para HIV-1 atendidos e tratados no
Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP), com faixa etéria entre 18 e
50 anos. Todos os pacientes foram selecionados de acordo com o0s seguintes critérios de
inclusdo/exclusdo: auséncia de co-infeccbes pre-existentes, tratamento antirretroviral ha pelo
menos um ano sem intervalos significativos e presenca de dados clinicos nos prontuérios.
Foram excluidos 407 pacientes por ndo se enquadrarem nos critérios citados anteriormente. Os
107 individuos incluidos no estudo foram classificados de acordo com sucesso/falha terapéutica
e sucesso/falha imunoldgica (Tabela 1). Um Termo de Consentimento Livre Esclarecido
(TCLE) foi obtido de todos os individuos incluidos neste estudo que foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do IMIP.
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Selecdo de SNPs e Genotipagem: Extracdo de DNA gendmico a partir de PBMC foi

realizada seguindo as instruc¢Ges do protocolo para Mini Salting out. Os polimorfismos foram
selecionados a partir de busca na literatura e utilizando os bancos de dados SNPBrowser
software 4.0 (Applied Biosystems, Foster  City, CA) e HapMap
(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). Tag SNPs (rs3890733, rs4760648, rs1540339 e rs2248098)
e SNPs funcionais (rs2228570 e rs11568820) apresentavam frequéncia do alelo minoritério
(MAF) menor do que 10%. A genotipagem dos SNPs foi realizada com sondas alelo especificas
fluorescentes (Tagman Probes, Applied Biosystems, Foster City, CA), utilizando a plataforma

para PCR em tempo real ABI17500, com base no protocolo do fabricante.

Anélises estatisticas: As frequéncias alélicas e genotipicas e o equilibrio de Hardy-

Weinberg foram realizados utilizando a ferramenta SNPStats
(http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats). O teste t de Student e 0 ANOVA foram utilizados
para avaliar a associagdo entre os SNPs e o sucesso/falna do TARV e o sucesso/falha
imunolégica ao TARV. As analises foram realizadas pelo software R, pacote SNPassoc
(software R, versdao 2.12.2). Os valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente
significativos e incluidos na andlise de regressdo logistica. Analise por Bonferroni ndo foi
utilizada porque essa combinacdo de SNPs nunca foi usada com HIV e usa-la iria restringir a

analise e excluir novos potenciais SNPs.
RESULTADOS

As medidas das frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs funcionais e Tag SNPs do
VDR de pacientes HIV-1+ se encontraram em equilibrio de Hardy-Weinberg, com excecao do
Tag SNP rs3890733 para as varidveis de sucesso imunoldgico e sucesso terapéutico. Nao foi
observado desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos estudados do VDR na nossa

populagéo (Tabela 2).

O Tag SNP rs3890733 C/C apresentou um p-value igual a 0,037 em relacéo a resposta
imunoldgica (OR=2,97, CI=0,87-10,19) como mostrado na tabela 2. Para os demais
polimorfismos dos genes do VDR em relacéo a falha ou a resposta imunologica, ndo foram

observadas associagoes.
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Quando realizada analise multivariada incluindo as variaveis peso, etnia, idade e género
e os polimorfismos, foi observada associacdo entre o rs2248098 e 0 peso com a resposta
viroldgica (p=0,044 e p=0,017, respectivamente).

Quando comparados os gendtipos com relacdo as variaveis clinicas/epidemiolédgicas em
particular, foram observadas associacbGes entre o género e o gendétipo C/C do rs1540339
indicando que mulheres com esse genotipo apresentam mais chances de ter sucesso terapéutico
(OR=0,08, C1=0,01-0,97, p=0,04) como mostra a tabela 3.

Analise multivariada incluindo género, peso e etnia mostrou associacao do rs3890733
com a falha imunoldgica para os genétipos C/C e T/T no modelo sobredominante (OR=0,21,
p=0,024) indicando que individuos com esse gendtipo tém mais chances de sucesso

imunoldgico em relacdo aos heterozigotos.
DISCUSSAO

Em nossa populacdo de estudo, os resultados ndo mostraram envolvimento do
polimorfismo Fokl (rs2228570) no VDR com a resposta a0 TARV dos pacientes HIV-1+
(OR=1,09, CI=0,4-2,92, p=0,536). Por outro lado, no estudo em que Garcia-Martin e
colaboradores (2013) relacionaram esse polimorfismo com outras variacdes do CYP27B1 na
resposta a terapia para hepatite C crénica foi observado que os portadores do alelo T menor
tinham uma maior probabilidade de obter resposta viral sustentada a terapia, mostrando que
esse SNP pode de alguma forma contribuir para 0 sucesso terapéutico em infec¢des virais.
Demais relatos abordando associacdes significativas relacionados ao Fokl mostram que o
gendtipo homozigoto recessivo estava ligado a diferentes concentracGes de vitamina D em
variadas populacdes de pacientes acometidos por tuberculose!* e que esse mesmo tipo de
associacio estava presente entre o genétipo CT do Fokl e LES®®.

Estudo anterior mostrando associagdo do SNP rs1540339 com predisposi¢ao a doencas
foi encontrado em pacientes com DM1'6. No presente trabalho, as mulheres que apresentavam
0 genotipo C/C para esse SNP tinham mais chances de alcancar o sucesso terapéutico do que
os demais pacientes. Em relacdo ao HIV-1, resultados para esse polimorfismo ndo foram
relatados recentemente em nenhum estudo de associagdo. Assim, levando em consideragéo o
papel inibidor exercido pelo estrogenol’, e a expressdo abundante de VDR em mondcitos e

macrofagos que expressam CYP27B1, responsavel por catalisar a sintese de D3, estimula a
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sensibilizacdo dessas células a promover um mecanismo autdcrino acelerado e, dentre outros
fatores, a estimular a producdo de prostaglandina imunossupressora (PGE2) por esses
macrofagos'®, essas caracteristicas possivelmente exerceram influéncia imunomoduladora na

resposta a infecgdo viral auxiliando na eficacia da terapia.

O estrogeno desempenha importante papel inibidor no fator estimulador de crescimento
de macrofagos (M-CSF), e a presenca do VDR e CYP27B1 em mondcitos e macrofagos, é
responsavel por catalisar a sintese de D3. Assim, em mulheres, que apresentam normalmente
niveis mais elevados de estrogeno do que em homens, 0s macrofagos séo estimulados a produzir
prostaglandina imunossupressora (PGE2), o que pode aumentar a resposta a infec¢do viral

auxiliando na eficacia da terapia®’.

Em se tratando da resposta imunoldgica dos pacientes decorrente da infeccao pelo HIV-
1, 0 que se observa é a deplecdo das células T gerando a imunodeficiéncia na patogénese da
aids'®. Para tanto, as drogas anti-HIV agem diretamente na diminuicdo da carga viral além de
agirem, indiretamente, na recuperacdo imunoldgica. No que diz respeito ao SNP rs3890733, 0
presente estudo foi o primeiro a descrever uma associacao entre esse polimorfismo e a resposta
imunoldgica ao TARV. Foi observado que pacientes homozigotos (C/C e T/T) apresentavam
mais chances de ter sucesso imunolégico em relagdo aos heterozigotos, o que remete ao papel
imunomodulador do VDR em doencas cronicas. Em modelos sobredominantes de interacéo
alélica, normalmente, individuos heterozigotos se sobressaem em rela¢do aos homozigotos por
herdarem “vantagem genética” de ambos os alelos, condic¢ao essa que ndo foi observada nesses
resultados, o que possivelmente pode ter ocorrido devido a uma selecdo negativa consequente
das caracteristicas herdadas em relagdo a resposta terapéutica, mas esses motivos ainda

permanecem incertos.

O papel imunomodulador do VDR e seu ligante (vitamina D) em associa¢cdo com o Tag
SNP rs2248098 também foi estudado no presente trabalho, onde encontramos sua relagdo com
a resposta terapéutica para o genotipo A/G, também sendo citado por de Azevedo Silva, 2012,
qguanto a presenca de alteracbes imunologicas e cutdneas em pacientes acometidos por LES
juntamente com o rs3890733. Nao foram encontrados dados comparativos publicados
recentemente entre associac¢fes do rs2248098, infec¢des por HIV-1 e reposta @ TARV, mas sua

associacdo com alteracdes cutaneas e imunologicas em doencas cronicas mostra que o derivado
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hormonal da vitamina D3 (1,25 (OH) 2D3), que se liga a0 VDR, tem acdo antiproliferativa e
efeito pro-diferenciagio sobre células que expressam VDR,

Além disso, dentre todas as variaveis estudadas, 0 peso também se mostrou associado a
resposta viroldgica em pacientes HIV-1+. A associacdo existente entre o peso e a resposta a
TARYV pode estar relacionada ao aumento do potencial risco de dislipidemia decorrente da
terapia antirretroviral, que pode aumentar a sintese de triglicerideos e colesterol?’. Atualmente,
a HAART baseada em inibidores de protease ¢ a op¢ao mais “potente” contra infec¢des por
HIV-1, mas tem sido encontrada alteracdo no metabolismo lipidico de pacientes HIV+ em
tratamento com esta classe de antirretrovirais visto que essas drogas prejudicam a hidrélise de
lipoproteinas ricas em triglicerideos reduzindo o armazenamento de &cidos graxos livres e
interferindo no metabolismo desses acidos?t. A dislipidemia esta associada também a baixos
niveis de vitamina D (que podem sofrer influéncia de antirretroviais, como os inibidores de
proteinase, ja que eles inibem a atividade das enzimas 25-hidroxilase, 24-hidroxilase e la-
hidroxilase)?? e complicacdes cardiovasculares em adultos ja que ocorre a diminui¢o da sua
biodisponibilidade devido a sua caracteristica lipossolivel. Em adi¢do, em criangas obesas
também € encontrada associacdo entre niveis baixos da vitamina e padrdes lipidicos

desfavoraveis®.
CONCLUSOES

Neste estudo foram encontrados dados significativos que mostram associagdes entre
polimorfismos do VDR e as respostas terapéutica e imunolégica dos pacientes a terapia
antirretroviral indicando a importancia do receptor de vitamina D em infec¢des por HIV-1 no
intuito de contribuir para o entendimento da variabilidade das respostas dos pacientes a TARV.
Este trabalho é o primeiro a descrever uma combinacdo de SNPs no VDR em infec¢bes por
HIV-1 e resposta dos pacientes ao TARV. Foi ainda observado ainda que SNPs no gene VDR
estdo associados a resposta viroldgica ou imunoldgica dos pacientes a terapia antirretroviral e
ainda que variaveis clinicas e epidemiol6gicas como género e peso podem também influenciar
nessas respostas. Contudo, estudos envolvendo ndmero maior de individuos e diferentes

populacdes étnicas sdo necessarios para reforgar nossos resultados.
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Tabela 1. Perfil clinico/epidemiologico de 107 pacientes HIV-1+ no Recife e Regido
Metropolitana

) PERFIL
CLINICO/EPIDEMIOLOGICO PACENTES HIV-1+
n (%) X+Si
Género
Masculino 37 (34,58%)
Feminino 70 (65,42%)
Etnia
Parda 49 (45,79%)
Negra 34 (31,77%)
Branca 23 (21,49%)
Idade 38,45 (8,73)
Peso 63,27 (13,67)
Sucesso Terapéutico 95 (88,78%)
Falha Terapéutica 12 (11,21%)
Sucesso Imunoldgico 93 (86,91%)
Falha Imunolégica 14 (13,08%)

tMédia + Desvio padrao



Tabela 2. Frequéncias genotipicas dos SNPs associadas as manifestacdes clinicas e epidemioldgicas dos pacientes HIV-1+
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SUCESSO FALHA SUCESSO FALHA
IMUNOLOGICO IMUNOLOGICA VIROLOGICO VIROLOGICA
n Freq. n Freq.* p-value ORf (95% Cl+¥) n Freq.* n Freq. p-value ORfY (95% Cl¥)

C 119 0,64 20 0,71 c 123 0,65 16 0,73
T 67 0,36 8 0,29 T 67 0,35 6 0,27

rs3890733 CC 52 0,56 7 0,5 0,037 2,97(0,87-10,19) CC 52 0,55 7 0,64 0,836 0,78 (0,15-4,1)
CT 15 0,16 6 0,43 015 0,29(0,03-2,45) CT 19 0,2 2 0,18 0,912 0,62 (0,12-3,2)
TT 26 0,28 1 0,07 0418 0,71(0,3-1,7) TT 24 0,25 2 0,18 0,846 0,69 (0,26-1,84)
C 83 0,45 16 0,57 C 85 0,45 12 0,55
T 103 0,55 12 0,43 T 105 0,55 10 0,45

rs4760648 CC 21 0,23 4 0,29 0,355 1,02 cC 20 0,21 4 0,36 0,512 0,44
CT 41 0,44 8 0,57 0,766 0,34 (0,06-2,02) CT 45 0,47 4 0,36 0,487 0,50 (0,1-2,48)
TT 31 0,33 2 0,14 0,426 0,6 (0,27-155) TT 30 0,32 3 0,27 0,651 0,67 (0,28-1,64)
C 133 0,72 18 0,64 Cc 135 0,71 15 0,68
T 53 0,28 10 0,36 T 55 0,29 7 0,32

rs1540339 CC 47 0,51 7 0,5 0,216 0,69 CC 49 0,52 5 0,45 0,914 1,32
CT 39 0,42 4 0,29 0,808 2,88(0,6-13,81) CT 37 0,39 5 0,45 0,932 1,09 (0,11-10,45)
TT 7 0,08 3 0,21 0,374 1,39(0,6-3,22) TT 9 0,09 1 0,09 0,605 1,15 (0,44-2,96)
A 86 0,46 15 0,54 A 90 0,47 9 0,41
G 100 0,54 13 0,46 G 100 0,53 13 0,59

rs2248098 AA 21 0,23 5 0,36 0,54 0,48 AA 24 0,25 1 0,09 0,38 4
AG 44 0,47 5 0,36 0,46 0,60(0,14-251) AG 42 0,44 7 0,64 0,341 2,48 (0,24-25,44)
GG 28 0,3 4 0,29 0,734 0,75(0,34-1,65) GG 29 0,31 3 0,27 0,79  1,30(0,53-3,19)
A 53 0,28 8 0,29 A 55 0,29 6 0,27
G 133 0,72 20 0,71 G 135 0,71 16 0,73

rs2228570 AA 9 0,1 0 0 0,254 AA 9 0,09 0 0 0,426
AG 35 0,38 8 0,57 0,368 AG 37 0,39 6 0,55 0,536
GG 49 0,53 6 0,43 0,671 1(041-24) GG 49 0,52 5 0,45 0,775 1,09 (0,4-2,92)
C 98 0,53 17 0,61 c 102 0,54 11 0,5
T 88 0,47 11 0,39 T 88 0,46 11 0,5

rs11568820 CC 27 0,29 5 0,36 0,713 0,86 cC 28 0,29 3 0,27 0,927 1,01
CT 44 0,47 7 0,5 0,935 0,49 (0,09-2,78) CT 46 0,48 5 0,45 0,715 1,33(0,24-7,28)
TT 22 0,24 2 0,14 0,683 0,72(0,32-162) TT 21 0,22 3 0,27 0,917 1,16 (0,48-2,8)

*Frequéncia, TOdds ratio, {Intervalo de confianga
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Tabela 3. AssociacGes genotipicas entre rs1540339 do VDR e o género de pacientes HIV-1+

Falha Sucesso
Terapéutica Terapéutico
Genotipos  Género N n p-value  ORj (95% Cls)

Feminino 1 34 0,04 1

C/IC Masculino 4 14 0,08 (0,01-0,97)
Feminino 3 23 1 1

CIT Masculino 2 12 2,14 (0,18-25,98)
Feminino 1 6 1

TIT Masculino 0 2

10dds ratio, §Intervalo de confianca
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6. Conclusoes

Na populacdo estudada, os SNPs no gene VDR estdo associados a respostas
terapéuticas e imunoldgicas em pacientes sob Terapia Antirretroviral indicando a
importancia desse receptor em infecc¢des por HIV-1;

Varidveis clinicas e epidemioldgicas avaliadas neste estudo, tais como género e peso,
podem influenciar as respostas dos pacientes a TARV;

Este trabalho é o primeiro a descrever a combinacdo de SNPs no gene VDR na

infeccdo por HIV-1 relacionando-a com a reposta do paciente a TARV.
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ANEXO A - Formulario A1 — Recrutamento: Coleta de dados clinicos

Pesquisador responsavel Comité de Etica em Pesquisa

Antonio Victor Campos Coelho Rua dos Coelhos, 300, Boa Vista, Recife, PE.

) CEP: 50070-550.
Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Cidade

Universitaria, Recife, PE. CEP: 50670-901. Telefone: 2122-4756

Telefone: 2101-2542 ) ) o
comitedeetica@imip.org.br

avccbio@gmail.com

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

Em algumas pessoas o remédio contra o0 HIV ndo tem o efeito esperado, que é impedir
que o virus se multiplique. Outras pessoas apresentam efeitos ndo esperados (adversos) durante
o tratamento.

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

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

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

Vocé ndo tera nenhum problema caso ndo queira participar ou desistir dessa pesquisa.
Asseguramos que Vocé vai continuar a receber o mesmo atendimento que sempre recebeu neste
hospital. Caso vocé tenha alguma ddvida, por favor, entre em contato com os responsaveis pela
pesquisa.

Eu, (nome
completo) compreendi as informacdes repassadas e autorizo que seja realizada a avaliagdo
genética a partir da amostra de sangue coletada, e concordo que 0s dados obtidos sejam
utilizados para pesquisa. Declaro que fui informado(a) pela equipe do pesquisador sobre os
objetivos do e estou consciente de que:
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Concordei em participar da pesquisa sem nenhum tipo de presséo;

Posso a qualquer momento entrar em contato por telefone com o pesquisador se tiver duvida
sobre a pesquisa;

Posso a qualquer momento desistir da pesquisa e ndo vou ter problemas no atendimento do
hospital por causa disso;

O pesquisador poderd ter acesso ao meu prontuario e que minhas informacfes pessoais
serdo mantidas em sigilo;

Recebi uma cdpia deste documento.

Data de Nascimento N° da Identidade N° do Prontuario

Assinatura do Voluntéario

Assinatura da Testemunha Assinatura da Testemunha

Assinatura do Pesquisador Responsavel




FORMULARIO A1 — RECRUTAMENTO: COLETA DE DADOS CLINICOS

1. Dados pessoais (apenas para identificacdo, NAO ser&o divulgados)
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Nome do Paciente

Data de Nascimento Naturalidade Cidade de residéncia Sexo

M() FC )

2. Informac®es clinicas e epidemiolégicas

Etnia (segundo classificacdo do IBGE) Escolaridade (anos) Renda mensal (reais)
() Branca () Indigena
() Negra () Amarela
(_) Parda (_) Ignorado

Peso (kg) Altura (m)

Fumo Etilismo

SIM( ) SIM( )
Se SIM, quantos cigarros por dia? Se SIM, quantas un. por semana?

NAO ( ) NAO ()
Se NAO, parou de fumar? Se NAO, parou de beber?

SIM( ) NAO( ) SIM () NAO ()
Comorbidades pré-existentes
Desordem Psiquiatricas SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ()
Doencga autoimune SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ()
Doenca cardiovascular SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ()
Diabetes SIM( ) NAO () IGNORADO ()
Doenca renal SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ()
Doenca de figado SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ()
Osteoporose SIM( ) NAO ( ) IGNORADO ()
Se SIM, houve fratura? SIM( ) NAO () IGNORADO ()
Local da fratura:
3.Infeccéo pelo HIV
Modo de transmisséo (marcar todos que se apliquem)
() Transmiss&o vertical () Relacdo sexual heterossexual
() Relacdo sexual homossexual () Transfusdo sanguinea
( ) Durante tratamento para hemofilia () Acidente com material biol6gico
( ) Uso de drogas injetaveis () IGNORADO
Idade de Inicio da vida sexual O paciente é usuario de drogas?
SIM ( ) Qual? | NAO ()

Possui parceiro(a) fixo(a)?

SIM( ) | NAO (SOLTEIRO(A)) ( ) |  MULTIPLOS PARCEIROS(AS) ( )

Se respondeu sim a questao anterior, o(a) parceiro(a) é infectado pelo HIV?

SIM( ) | NAO () | IGNORADO ( )
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4. Infeccao pelo HIV (continuacéo)

Se a paciente for mulher, ela esta atualmente gravida?

SIM () Més de gestacio: | NAO( )

O(a) paciente tem filhos?

N° Idade Sexo Tipo de parto Status de HIV
1 M( ) F( ) normal ( ) cesariana ( ) POS () NEG ()
2 M( ) F( ) normal ( ) cesariana ( ) POS () NEG ()
3 M( ) F( ) normal ( ) cesariana ( ) POS () NEG ()
4 M( ) F( ) normal ( ) cesariana ( ) POS () NEG ()
5 M( ) F( ) normal ( ) cesariana ( ) POS () NEG ()

5. Perspectivas do paciente acerca do acompanhamento médico

O paciente concorda com a seguinte frase: “Posso ter uma vida normal se for acompanhado(a)
pelo médico e seguir suas orientagées”?

SIM( ) | NAO () |  PREFERE NAO OPINAR ()

Como o0 paciente considera a consultas médica?
Importante ( ) |Indiferente () |Sem importancia ( ) |PREFERE NAO OPINAR () \
O que o paciente acha do atendimento no hospital?

Bom ( ) | Regular () | Ruim () | PREFERE NAO OPINAR ()|
Com relagdo as consultas, o quéo frequentemente o paciente falta a elas?
Muitas vezes () | Algumas Vezes () [Nunca () | PREFERE NAO OPINAR ()|
Considerando as condi¢cdes financeiras, de transporte, de trabalho, dentre outras, do paciente, como
ele(ela) diria o quéo facil é chegar no hospital?
Facil () [ Normal () [Dificil () | PREFERE NAO OPINAR ()|

Considerando as visitas  anteriores ao hospital, o(a) paciente estaria disposto(a) a continuar o tratamento
no hospital, ou seja, voltaria nas proximas consultas?

SIM( ) NAO () PREFERE NAO OPINAR ( )




