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RESUMO

Os transportadores de drogas sao cada vez mais reconhecidos como importantes na
disposicdo das drogas e na resposta terapéutica. A P-glicoproteina € um
transportador, codificado pelo gene humano MDR1 (ABCB1), de grande relevancia
clinica, pois apresenta ampla especificidade de substrato, incluindo uma variedade
de drogas com diferentes estruturas atualmente em uso clinico. Efavirenz é
substrato para a glicoproteina-P e € metabolizado pelo Citocromo P- 450 (CYP) 2B6.
No presente estudo, foi investigada, de forma prospectiva, a influéncia do gendtipo
para os diferentes polimorfismos do MDR1 (1236C>T, 2677G>T, 3435C>T) sobre a
resposta imunoldgica e viroldgica ao tratamento de pacientes infectados pelo HIV,
sem tratamento prévio. O gendétipo MDR1 foi analisado em 81 pacientes do Centro
Municipal de Atendimento a Sorologia (CEMAS), em Santa Cruz do Sul (RS, Brasil),
gue iniciaram terapia antiretroviral entre 2009 e 2010. Os dados foram obtidos ao
inicio do tratamento e nas semanas 12 e 24 apdés o inicio da terapia. Os genotipos
MDR1 de cada individuo foram determinados com a utilizagdo de reacdo em cadeia
da polimerase, seguida de andlise dos fragmentos de restricdo (PCR-RFLP).
Durante as primeiras semanas de terapia antiretroviral, o padréo de diminuicdo da
carga viral foi similar para todos os pacientes apds 12 e 24 semanas de tratamento
com Efavirenz. A reducdo da carga viral em 12 e 24 semanas nao se mostrou
associada aos gendétipos dos polimorfismos 1236C>T, 2677G>T e 3435C>T do gene
MDR1. O padrédo do aumento das células T CD4+ foi similar para todos os pacientes
apos 12 e 24 semanas de tratamento com Efavirenz. O aumento no numero de
células T CD4+ foi significativamente associado a presenca do alelo 3435T, sendo
mais elevado nos homozigotos 3435TT, intermediario em 3435CT e menos elevado
em 3435CC em contrapartida, ndo se mostrou associado aos genoétipos dos
polimorfismos 1236C>T e 2677G>T do gene MDR1. A resposta individual ao
tratamento antiretroviral € um fenémeno complexo que € influenciado por um grande
namero de variaveis biolégicas. Novos estudos sobre o papel dos polimorfismos do
transportador MDR1 e enzimas envolvidas no metabolismo de drogas séo
necessarios para elucidar o papel dos efeitos farmacogenéticos na terapéutica para
o HIV.

Palavras chaves : MDR1, polimorfismos, tratamento antiretroviral



ABSTRACT

Drug transporters are increasingly recognized to be important on drug disposition and
therapeutic response. P-glycoprotein, encoded by the human MDR1 (ABCB1) gene,
is of particular clinical relevance in that this transporter has broad substrate
specificity, including a variety of structurally divergent drugs in clinical use today.
Efavirenz is a substrate for P-glycoprotein and is metabolized by cytochrome P-450
(CYP) 2B6. In this prospective study, we investigated the influence of the MDR1
genotype polymorphisms (1236C>T, 2677G>T, 3435C>T) in the virological and
immunological response to treatment of naive HIV-infected patients. MDR1 genotype
was analyzed in 81 patients attending the Municipal Center for Serology Assistance
(CEMAS) in Santa Cruz do Sul, RS, Brazil) who started antiretroviral therapy
between 2009 and 2010. Data were obtained at baseline and week 12 and 24 post
therapy initiation. MDR1 genotypes were determined by means of polymerase chain
reaction followed by analysis of restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP). During the first weeks of antiretroviral therapy, the pattern of decrease in viral
load was similar for all patients after 12 and 24 weeks of treatment with efavirenz.
The reduction in viral load at 12 and 24 weeks was not associated with the
genotypes of the polymorphisms 1236C> T, 2677G> T and 3435C> T MDRL1 gene.
The pattern of increased CD4 + T cells was similar for all patients after 12 and 24
weeks of treatment with efavirenz. The increase in the number of CD4 + T cells was
significantly associated with allele 3435T, and are higher in homozygous 3435TT,
intermediate in 3435CT and lower in 3435CC however, was not associated with the
genotypes of the polymorphisms 1236C> T and 2677G> T MDR1 gene. Individual
response to antiretroviral treatment is a complex phenomenon that is influenced by a
large number of biological variables. Further studies on the role of polymorphisms of
MDR1 transporter and enzymes involved in drug metabolism are needed to elucidate

the role of pharmacogenetic effects in HIV therapy.

Keywords: MRD1, Polymorphism, antiretroviral therapy
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o conceito de que variagcbes no genoma humano séo
determinantes importantes que influenciam na susceptibilidade a doencas
infecciosas vem se consolidando, sendo responsaveis pela grande variacao
interindividual na resposta imune do hospedeiro apods infeccbes, bem como na
resposta terapéutica a diferentes farmacos (HASS, 2005). A existéncia de grandes
diferencas populacionais, bem como de pequenas variabilidades intrinsecas ao
paciente, € consistente com a possibilidade de a heranca genética ser um
determinante na resposta aos farmacos. Estima-se que fatores genéticos sejam
responsaveis por 20 a 95% da variabilidade na biodisponibilidade e efeitos
terapéuticos dos farmacos (EVANS, 2003). Embora muitos fatores ndo genéticos
possam influenciar as reacdes adversas aos medicamentos (RAM), tais como idade,
etnia, capacidade funcional de ¢rgdos (figado e rins principalmente), terapia
concomitante, interacdes medicamentosas, e a natureza da doenca. Existem agora
numerosos exemplos de casos nos quais diferencas individuais na resposta ao
farmaco (eficacia e toxicidade) ocorrem devido a polimorfismos de genes que
codificam enzimas responsaveis pela biotransformacéo do farmaco, transportadores,
e/ou polimorfismos nos proprios alvos do farmaco (receptores e enzimas) (EVANS,
1999; WILSON, 2001; EVANS, 2003). A identificacdo de genes que influenciam nas
variacfes interindividuais, na eficacia ou toxicidade de agentes terapéuticos, e a

aplicacdo desta informacdo na pratica clinica tem sido o alvo de estudos de

farmacogendmica ou farmacogenética (EVANS, 2003).
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Os genes sao considerados funcionalmente “polimoérficos” quando existem
variantes alélicas de forma estavel na populacao, alterando a atividade da proteina
codificada em relacdo a sequéncia do tipo-selvagem (GOLSTEIN et al., 2003).

Em alguns casos, o polimorfismo genético esta associado a atividade
reduzida da proteina codificada, mas existem também estudos demonstrando que a
variante alélica codifica proteinas com atividade melhorada. Desde a clonagem e
caracterizacdo de CYP2D6 (debrisoquina hidroxilase), outros genes humanos
envolvidos em alguns tragos farmacogenéticos estdo sendo isolados e seus
mecanismos moleculares elucidados, permitindo que a sua importancia clinica seja
mais claramente definida (GOLSTEIN et al., 2003).

Diferentes capacidades de metabolizacdo de farmacos sdo geralmente tracos
monogénicos herdados e a influéncia na farmacocinética e na acdo farmacoldgica
dos medicamentos estd associada a velocidade de metabolizacdo dos substratos.
Os efeitos observados podem ser de toxicidade, no caso de medicagdes que tenham
limitado indice terapéutico e séo inativados por uma enzima polimérfica com menor
atividade, ou de reduzida eficacia no caso de medicamentos que requerem ativacao
por uma enzima que apresente um polimorfismo genético que afete negativamente a
sua atividade (EVANS, 1999).

Em geral, dois tipos de alteracdes genéticas sdo descritas: polimorfismos e
mutagbes. Mutacdes sdo geralmente definidas como alteracdes no DNA (&cido
desoxirribonucléico) que estdo associadas a dano celular, ocorrendo numa
frequéncia baixa na populagéo (geralmente menos de 1%). Polimorfismos, por outro
lado, séo variantes genéticas mais frequentes, geralmente mais de 1% da populacao
estudada. A maioria dos polimorfismos ocorre em nucleotideos individuais, sendo
chamados de polimorfismos de um unico nucleotideo (do inglés Single Nucleotide

Polymorphisms - SNPs). Outros polimorfismos ocorrem como repeticbes de
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dinucleotideos ou como grandes inser¢cdes ou delecdes. Estes polimorfismos podem
ocorrer na regido codificante dos genes, podendo ou ndo alterar o aminoacido
codificado, ou nas regides nao codificantes, podendo modular a expressao de genes
individuais (WEINSHILBOUM, 2003).

Mais de 1,4 milhdo de SNPs foram identificados no sequienciamento inicial do
genoma humano, dos quais aproximadamente 60.000 se localizam em regides
codificantes. Muitos destes SNPs tém sido estudados visando a sua associagdo com
alteracbes no metabolismo, com resposta diferenciada a medicamentos, ou
utilizados como indicadores progndsticos da resposta clinica. Na Tabela 1, estdo
apresentadas diferentes variantes genéticas que tém sido significativamente

associadas com respostas terapéuticas a Efavirenz em individuos HIV positivos.
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Tabela 1: Variantes farmacogenéticas associadas com resposta terapéutica a Efavirenz em pacientes HIV positivos.

Referencias CYP2B6 CYP2D6 CYP3A4 CYP3A5 MDR1 MDR1
516G>T 983C>T *3, *4, *6 *1B/(3922>G) *1 / (69862>G) 3435C>T 2677G>T
Haas et al. TT: altas concentragbes GG: alta§ GG: alta§ I Nenh'um~a
lasmaticas. Toxicidade N0 feito N3O feito concentracdes concentracdes Nenhuma associacéo associagao
(2004) pdo SNC em’ 1 semana plasméticas, plasméticas, com niveis plasmaticos com niveis
(Alguns sujeitos) (Alguns sujeitos) plasméaticos
Tsuchiya et TT: altas concentra¢des X e X e e 5 e Nenhuma associagéo 5 e
al. (2004) plasmaticas Néo feito Nao feito Na&o feito Nao feito com niveis plasmaticos Na&o feito
TT: altas concentragbes
Rotger et al. plasmaticas e
toxicidade Néo feito Néo feito Néo feito Néo feito Néo feito Néo feito
(2005a) neuropsicoldgica
TT: altas concentragdes Nenhuma Nenhuma assoclacao Nenhuma
Haas et al. o o~ Nenhuma Nenhuma com niveis o
plasmaticas. Nenhuma 50 fei associagdo com K o | - associagao
influencia na contagem Néo feito niveis associagao com assoclagao com plasmaticos. com niveis
(2005) de CD4 e na carga viral plasmaticos niveis plasméticos  niveis plasmaticos Resposta \{|rolog|ca plasmaticos
favoravel
TT: altas concentragbes
Saitoh et al. plasméticas. Nenhuma
influencia na contagem Nao feito Na&o feito Na&o feito Na&o feito Nao feito N&o feito
(2006) de CD4 e na carga viral
Kwara et al. . ~ CC: Nenhuma
TT: altas concentragbes o 5 e 5 e 5 e ~ e e
(2008) lasmaticas associagéo com Na&o feito Nao feito Na&o feito Nao feito Na&o feito
P niveis plasmaticos
Wyen et al. CC: altas
TT: altas concentragdes conc eﬁt racdes Néo feito Néo feito Néo feito Néo feito Néo feito
(2008) plasmaticas rag
plasméticas
Cabrera et al.
. = Nenhuma -
TT. altas concentragGes Nao feito N&o feito associagdo com Na&o feito Nenhuma associagao Na&o feito

(2009)

plasmaticas

niveis plasméticos

com niveis plasmaticos
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A partir do mapeamento gendmico de SNPs, uma questao interessante para
estudos genéticos seria a possibilidade de utilizar o desequilibrio de ligagdo (LD-
Linkage Disequilibrium) para identificar genes que possam estar associados a
doencas. O LD descreve uma situagdo em que algumas combinacdes de alelos ou
marcadores genéticos ocorrem mais ou menos frequentemente numa populacéo do
que seria esperado pela formacéo aleatoria de haplotipos, com base na frequéncia
dos alelos. Associacfes nao-aleatérias entre polimorfismos em loci diferentes séo
medidos pelo grau de LD e podem refletir hapl6tipos descendentes de um unico
cromossomo ancestral (REICH, 2001). Os haplotipos sdo combinag8es particulares
de alelos observados em uma populagéo apds o surgimento de uma nova mutacao,
sendo esta associacdo entre cada alelo mutante e o haplétipo ancestral rompida
somente por uma mutacdo e recombinacdo em geracdes subseqiientes (GABRIEL,
2002). A determinacédo do hapldtipo pode ser utilizada como um poderoso sistema
para encontrar variantes que influenciem na resposta aos farmacos, existindo uma
forte evidéncia de que estas variantes comuns possam desempenhar um papel
importante na variabilidade de resposta aos diferentes farmacos administrados
(GOLDSTEIN, 2003).

Um dos mais conhecidos polimorfismos na resposta terapéutica em pacientes
HIV positivos é o do gene MDR1 (ou ABCB1) que codifica a glicoproteina P (P-gp). A
P-gp é uma proteina de efluxo ATP-dependente. A P-gp foi apenas o primeiro
membro identificado de uma grande e diversificada superfamilia que compreende
cerca de cinquenta cassetes humanos ATP- dependente (ABC), com proteinas que
desempenham fun¢bes multiplas e variadas (CHAN LM, LOWES S, HIRST BH,
2004). De particular interesse nesta analise sdo os membros da familia envolvidos
no transporte das drogas, como as proteinas de efluxo de drogas MDR (resisténcia a

multiplas drogas), uma vez que estas proteinas podem ter um grande impacto na
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biodisponibilidade da droga e na resisténcia a quimioterapia, bem como na
homeostase fisiol6gica (OUDE ELFERINK RP, DE WAART R, 2007).

Os transportadores de drogas tendem a ser super-expressos em tumores,
mas estdo em niveis normais em muitos tecidos, sobretudo em locais excretores
como o figado, rins e intestino, onde eles fornecem uma barreira contra a penetracéo
da droga, ao propiciar um mecanismo para a sua eliminacdo. O arsenal de
transportadores ABC envolvidos no efluxo de drogas é apoiado pela metabolizagdo
de drogas por enzimas que modificam a producdo dos metabdlitos destas drogas,
gque sao eles proprios substratos para estes transportadores. Assim, um
relacionamento sinérgico existe dentro de tecidos excretores ao proteger o corpo
contra a invasao por compostos estranhos (CHAN LM, LOWES S, HIRST BH, 2004).

Apesar dos transportadores ABC serem diferencialmente expressos em
determinados locais do corpo, sua expressdo nao acontece de forma estatica, os
tecidos tém uma notavel capacidade de regular as quantidades de transportadores
da membrana, tanto ao nivel de transcricdo como na pos-transcricdo, a fim de atingir
a homeostase (CHAN LM, LOWES S, HIRST BH, 2004; OUDE ELFERINK RP, DE
WAART R, 2007).

Efavirenz (EFV) € um inibidor da transcritase reversa ndo-nucleosideo que
tem demonstrado eficacia e seguranca adequadas no tratamento da infeccdo pelo
virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1). Por conseguinte é frequentemente
usado na terapia antiretroviral potente (HAART) implementada para pacientes
virgens e nao virgens de tratamento que tipicamente fornece uma reducdo da carga
viral e beneficios imunolégicos (GULICK et al.,, 2004; GALLANT et al., 2006; .
RIDDLER et al., 2008). O efavirenz € metabolizado principalmente pelo citocromo
P450 (CYP) 2B6 (WARD et al., 2003). Um frequente polimorfismo n&o-sinGnimo no

exon 4 do CYP2B6 (516G>T, rs3745274) prevé diminuicdo da depuracao plasmatica
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de efavirenz e aumento no plasma no estado estacionario, como faz um menos
frequentes nao-sinbnimo exon 9 CYP2B6 polimorfismo 983T > C (Rs28399499)
(HAAS et al., 2004; HAAS et al., 2005; ROTGER et al., 2005; WANG et al., 2006;

ROTGER et al., 2007).

1.1 Epidemiologia do HIV

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Acquired Immunodeficiency
Syndrome - AIDS) foi reconhecida oficialmente como doenca em 1981, pelo Centro
de Controle e Prevencao de Doencas (CDC) em funcao de uma explosdo de casos
inexplicados de sarcoma de Kaposi e de pneumonia por Pneumocystis jiroveci em
homossexuais masculinos em diversas cidades dos Estados Unidos (RACHID &
SCHECHTER, 2001). A epidemia de AIDS no Brasil experimentou modificacdes
profundas desde o seu inicio na década de 80. De caracteristica regional e restrita a
determinados segmentos populacionais, passou a ser uma epidemia de carater
nacional nos anos 90.

Dados da UNAIDS (Joint United Nations Programm on HIV/AIDS) divulgados
em julho de 2009 estimam que 33,4 milhbes de pessoas vivam com 0 virus no
mundo (UNAIDS, 2009). Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), o Brasil
se mantém entre os paises com epidemia de AIDS, com prevaléncia da infeccéo
pelo HIV de 0,61% entre a populacdo de 15 a 49 anos (UNAIDS, 2009).

A América Latina é a regido que ocupa a quarta posicdo em numero de
infectados no mundo, sendo o Brasil 0 pais que possui 0 maior nimero de casos de
AIDS nesta regido, com 506.499 casos de AIDS de janeiro de 1980 até junho de
2008 (Boletim Epidemioldgico da AIDS, 2009). No Brasil, a AIDS foi responsavel por
205.409 Obitos de 1980 até junho de 2007, sendo as taxas de mortalidade

crescentes até meados da década de 90, estabilizando em cerca de 11 mil ébitos
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anuais desde 1998. Apds a introducgéo da politica de acesso universal ao tratamento
antiretroviral (ARV), observou-se uma importante queda na mortalidade. A partir do
ano 2000, essa taxa se estabilizou em cerca de 6,0 6bitos por 100 mil habitantes
(Boletim Epidemiologico da AIDS, 2009).

As regifes Sul e Sudeste concentram 80% dos casos. Dados do Boletim
Epidemiolégico de AIDS (2009) do Programa Nacional de AIDS do Ministério da
Saude e da Secretaria Estadual de Saude do Rio Grande do Sul mostram que o0 RS
foi o terceiro estado com maior incidéncia de casos de AIDS de 1983 a 2008, com
46.299. O municipio de Porto Alegre é o terceiro municipio brasileiro e o primeiro do
Estado com maior nimero de casos de AIDS notificados (Boletim Epidemiolégico da
AIDS, 2009). Em Santa Cruz do Sul, numa populacdo de 116.000 habitantes, tem
650 infectados com HIV.

A abordagem clinica da infeccao pelo HIV e de suas complicacdes é bastante
complexa (MS/SVS, 2009). Com o advento da terapia antiretroviral potente
(HAART), as manifestacdes clinicas decorrentes da infeccdo pelo HIV tornaram-se
menos freqlentes e houve melhora substancial do prognéstico e da qualidade de
vida dos individuos infectados. Todavia, a resisténcia viral, a toxicidade dos
farmacos, os efeitos adversos e a necessidade de alta adesdo ao tratamento
permanecem como importantes barreiras ao sucesso prolongado das terapias
(MS/SVS, 2009; MU et al., 2007).

No Brasil, dentre as estratégias para combater a epidemia destaca-se a
politica de distribuicdo dos medicamentos antiretrovirais aos portadores do HIV que
necessitam de tratamento. Varios indicadores evidenciam o efeito positivo dessa
politica adotada no pais: redugdo da mortalidade em aproximadamente 50%,

reducdo do numero de internagdes hospitalares, reducdo da incidéncia de infec¢cbes
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oportunistas, reducdo da transmissdo vertical, dentre outros (GUIMARAES et al.,
2008; MELCHIOR et al., 2008).

Os atuais esquemas terapéuticos sdo complexos, de dificil adesdo e
associados a reagOes adversas e interacdes medicamentosas (KING et al., 2002;
MONTESSORI et al., 2004; KLIMAS et al., 2008; HAMMER et al., 2008).
Atualmente, alguns estudos realizados em diversos paises buscam aumentar a
efetividade dos tratamentos disponiveis e incluem tentativas para entender melhor
os efeitos adversos dos agentes antiretrovirais (HAMMER et al., 2008; MOLINA et
al., 2008; MONTESSORI et al., 2004). Efeitos adversos dos antiretrovirais, muitos
dos quais desconhecidos no passado, sdo cada vez mais freqientes e, na maioria
das vezes, sdo 0s principais responsaveis pela interrupcao da terapia (HAMMER et
al., 2008). Em estudo realizado por Borges, foi observado o desenvolvimento de
efeitos adversos (ADR) em 75,4% dos pacientes estudados, sendo os principais
tontura, cefaléia, diarréia, ndusea e vomitos (Borges, 2005). O desenvolvimento de
neuropatia, hepatotoxicidade, pancreatite, lipodistrofia, diabetes, dislipidemia,
osteoporose e acidose latica estdo entre as complicagbes que podem piorar
consideravelmente a qualidade de vida do individuo infectado pelo HIV recebendo
HAART (MS/SVS, 2009).

O uso de potentes farmacos esta geralmente associado com toxicidade e os
farmacos antiretrovirais ndo sdo excecdo. O aumento das enzimas hepéticas,
descrito em muitos estudos como hepatotoxicidade, vem sendo reportada em muitos
pacientes tratados com antiretrovirais (MENDES-CORREA et al.,, 2008; NUNES,
2006). No entanto, a prevaléncia destes casos e as suas causas nao séao ainda bem
definidas (MENDES-CORREA et al., 2008; NUNES, 2006). Um mecanismo potencial

de associacdo entre hepatotoxicidade e inibidores da protease (IP) é a alteracéo no
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metabolismo, porque todos os IPs sdo metabolizados no figado por varias enzimas

pertencentes ao citocromo P450 (FLEXNER, 1998).

1.2 Tratamento Antiretroviral

Desde o descobrimento do virus HIV e do conhecimento da patogenia da
AIDS, pesquisadores ndo mediram esforcos relacionados ao desenvolvimento de
novos farmacos e estratégias terapéuticas para o combate da doenca (HAMMER,
2008; FLEXNER, 2007).

O principal objetivo da terapia antiretroviral é retardar a progressdo da
imunodeficiéncia e/ou restaurar, tanto quanto possivel, a imunidade aumentando o
tempo e a qualidade de vida da pessoa infectada (MS/SVS, 2009). Contudo, a
evolugdo natural da infeccdo pelo HIV caracteriza-se por intensa e continua
replicacdo viral, que resulta, principalmente, na destruicdo e disfuncéo de linfocitos T
gue expressam o antigeno de membrana CD4 e de outras células do sistema imune.
A deplecdo progressiva dos linfocitos T CD4, em conjunto com outras alteractes
quantitativas e qualitativas do sistema imune, leva a imunodeficiéncia, que em sua
forma mais grave manifesta-se pelo surgimento de infeccbes oportunistas e
neoplasias que caracterizam a AIDS. Assim, a supressdo maxima e continua da
replicacéo viral € desejavel para reduzir ou reverter o dano imunologico (ABBAS et
al., 2008).

O inicio da terapia deve ser recomendado para pacientes assintomaticos com
contagem de linfécitos T CD4 entre 350/mm® e 200/mm?®. Nesses individuos, a
decisdo de iniciar o tratamento dependera da tendéncia de queda da contagem de
linfécitos T CD4 e/ou da elevagdo da carga viral. Para agueles assintomaticos que
tém contagem de linfécitos T CD4 menor do que 200/mm?® e para aqueles que tém

manifestagdes clinicas associadas ao HIV (independentemente da contagem de
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linfécitos T CD4 e da carga viral plasmética) o tratamento deve ser instituido
(MS/SVS, 2009).

Segundo consenso do Ministério da Saude, referente as recomendacdes da
terapia antiretroviral em adultos e adolescentes infectados pelo HIV, a terapia inicial
deve sempre incluir trés farmacos, sendo dois inibidores da transcriptase reversa
analogos de nucleosideos (ITRN) associados a um inibidor da transcriptase reversa
ndao analogo de nucleosideos (ITRNN) ou a um inibidor da protease (IP), o que
significa que esquemas duplos (apenas com dois ITRN) ndo devem mais ser
utilizados. A Unica excec¢do na qual a terapia dupla pode ser utilizada é o caso de
exposicdo ocupacional. O uso isolado de AZT ainda € aceitavel para a
quimioprofilaxia da transmiss@o vertical em algumas situacdes especificas (MS/
SMS, 2008). Na Tabela 2, sdo apresentados os principais farmacos incluidos em

cada classe de antiretrovirais.
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Tabela 2: Principais farmacos licenciados em cada classe de antiretrovirais

ITRN

ITRNN

IP

Outros

Abacavir (ABC)
Didanosina(ddl)
Estavudina (d4T)
Lamivudina (3TC)
Tenofovir (TDF)
Zalcitabina (ddC)
Zidovudina (AZT)

Delavirdina (DLV)
Efavirenz (EFV)
Nevirapina (NVP)

Amprenavir (APV)
Atazanavir (ATV)
Indinavir (IDV)
Lopinavir/r (LPVIr)
Nelfinavir (NFV)
Ritonavir (RTV)
Saquinavir (SQV)

Enfuvirtide (Inibidor da
Integrase)

Maraviroc (inibidor da
interacdo com o co-
receptor CCR5)

Tipranavir
Darunavir

*modificada a partir de Flexner, 2008. ITRN: inibidor da transcriptase reversa analogo de
nucleosideos. ITRNN: inibidor da transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideos. IP: inibidor da
protease.

A preferéncia € a terapia com 2 ITRN associados a um ITRNN. Os esquemas
que utilizam 2 ITRN + ITRNN sdo, em geral, de posologia mais simples, o que
provavelmente facilita a adesdo ao tratamento. O AIDS Clinical Trials Group
(ACTG) comparou 3 regimes terapéuticos inicias em 757 pacientes: i) efavirenz
com 2 ITRNSs; i) lopinavir potencializado com ritonavir (lopinavir/r) com 2 ITRNSs; e
iii) efavirenz com lopinavir/r, sem ITRNs. O esquema que utilizava efavirenz com 2
ITRNs levou a queda da taxa viral e a supressao viral por mais tempo que
lopinavir/r com 2 ITRNs (24% vs 37%, respectivamente) (RIDLLER et al., 2008).
Um ensaio clinico randomizado que comparou diretamente esquemas iniciais de
tratamento de 2 ITRN+efavirenz (ITRNN) com 2 ITRN+lopinavir/r (IP/r) demonstrou
gue, na analise de intencéo de tratamento, os resultados de supresséo viral (carga
viral < 50 cépias/mL) nos pacientes do grupo efavirenz (89% de supressao viral)
foram superiores ao grupo lopinavir/r (77%) em 96 semanas, e a contagem de
linfocitos T CD4 foi maior no grupo lopinavir/r que no grupo efavirenz (287céls./ul e
230/ul, respectivamente) (HAUBRICH et al.,, 2007).. Nao existe dado publicado
sobre tratamento de longo prazo, particularmente em estratégias de terapia
sequencial, que permitam definir qual seria a abordagem associada com melhores

resultados.
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Diante dos resultados de equivaléncia dos esquemas com 2 ITRN + ITRNN
em relacdo aos esquemas com 2 ITRN + IP/r, e por vantagens potenciais no manejo
anti-retroviral, o comité das recomendacdes para terapia anti-retroviral em adultos e
adolescentes infectados pelo HIV 2007/2008 do Ministério da Saude/programa
DST/AIDS optou por sugerir esquemas com ITRNN como primeira opcao, e
esquemas com IP com o refor¢go farmacolégico do ritonavir (IP/r) como alternativos
para o inicio de terapia anti-retroviral em pacientes virgens de tratamento (MS/ SMS,
2008).

A associacdo zidovudina/lamivudina (AZT/3TC) é a mais estudada em
ensaios clinicos randomizados, apresenta resposta virolégica equivalente a outras
combinacdes de 2 ITRN e é habitualmente bem tolerada, tendo sido mantida como a
dupla de ITRN de primeira escolha para compor o esquema antiretroviral inicial. O
AZT e a didanosina entérica (ddl EC) tém um perfil de toxicidade metabdlico
consideravel. Em ambos sdo descritos a lipoatrofia em longo prazo, toxicidade
hematolégica associada ao AZT, e pancreatite e neuropatia periférica associadas ao
ddl. O abacavir (ABC) pode causar a sindrome de hipersensibilidade e o tenofovir
(TDF) pode causar nefrotoxicidade. Nos casos de intolerancia ao AZT, a ddl EC ou o
TDF permaneceram como alternativas, sempre em combinagdo com a lamivudina
(MS/SVS, 2009).

Em pacientes em uso de AZT, a toxicidade hematoldgica e a lipoatrofia séao
um dos principais efeitos adversos que resultam na modificacdo do tratamento. O
ABC permanece recomendado na terapia inicial apenas nas situacdes de
intolerancia ao AZT, ao ddl EC e ao TDF, pois seu custo elevado néo se traduz em
beneficio proporcional quando comparado as outras opcdes. A estavudina (d4T)
permanece sendo a Ultima opg¢do para substituir o AZT, devido ao acumulo de dados

cientificos e clinicos confirmando a forte associacdo entre uso do d4T e
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desenvolvimento de lipoatrofia e dislipidemia. A dupla ddI/d4T continua excluida da
terapia inicial devido ao maior potencial de toxicidade (MS/SVS, 2009).

Os dois ITRNN disponibilizados no Brasil sdo o efavirenz (EFZ) e a nevirapina
(NVP). Quanto a escolha dos ITRNN, o efavirenz (EFZ) continua sendo preferencial
a nevirapina (NVP), exceto em gestantes. Essa op¢do estd fundamentada na sua
elevada poténcia de supressao viral, comprovada eficacia em longo prazo e ao
menor risco de efeitos adversos sérios. Os efeitos adversos mais relacionados ao
EFV, como tonturas, altera¢des do sono e alucina¢des, costumam desaparecer apos
as primeiras duas a quatro semanas de uso. A NVP é uma op¢do ao EFZ em
algumas situacbes, como mulheres que desejam engravidar ou durante a gestacéo.
Entretanto, a NVP apresenta maior toxicidade hepéatica, rash cutaneo e risco de
desencadear Sindrome de Stevens-Jonhson (MS/SVS, 2009; HAMMER et al, 2008).

Os inibidores da protease potencializados com ritonavir (IP/r) oferecem menor
probabilidade de desenvolvimento de resisténcia que os ITRNN. A escolha do IP
para ser a combinacdo com ritonavir como adjuvante farmacolégico tem como
vantagens proporcionar niveis sanguineos do IP mais elevados, estaveis e por
tempo mais prolongado e menor risco de mutagdes que confiram resisténcia viral
(RIDDLER et al, 2006). Esquemas que incluem a associacdao de IP/r estdo
relacionados com uma maior elevacao nas contagens de linfécitos T CD4, mas por
outro lado, € mais frequiente a ocorréncia de dislipidemias em esquemas com IP/r,
quando comparados a associagbes que envolvem ITRNN, particularmente o
efavirenz (RIDDLER et al., 2008).

A escolha da terapia inicial envolvendo um esquema composto por um
inibidor da protease deve preferencialmente utilizar o lopinavir (LPV) potencializado
com ritonavir, com base na experiéncia de uso, no maior numero de estudos clinicos

com seguimento de pacientes em longo prazo e na alta poténcia e durabilidade que
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confere aos esquemas antiretrovirais. A associacdo atazanavir/r (ATVIr), é
considerada a combinacdo de inibidores da protease alternativa (MOLINA et al,
2008; MS/SVS 2009). De forma geral, o saquinavir/r, indinavir/r e fosamprenavir/r
permanecem como opcao de resgate. As principais desvantagens do LPV/r séo a
dificuldade de adesdo em longo prazo e seus eventos adversos, particularmente
efeitos metabdlicos. O ATV/r estd mais relacionado a ictericia (MOLINA et al., 2008;
WALMSLEY et al., 2007; CLUMECK et al., 2007).

Raltegravir, um inibidor de integrase, foi aprovado em 2007 para uso em
tratamento experimental de pacientes (STEIGBIGEL et al, 2007; COOPER et al,
2007). Foi comparado com efavirenz num tratamento de pacientes iniciantes, sendo
administradas 4 doses de raltegravir (100, 200, 400, ou 600 mg duas vezes ao dia)
ou efavirenz, cada um combinado com tenofovir e lamivudine. Em 48 semanas, a
proporcao dos individuos que tinham niveis de RNA de HIV abaixo de 50 copias / mL
foi similar entre os 5 grupos (MARKOWITZ et al, 2007).

Uma nova classe de drogas antiretrovirais foi desenvolvida, sdo os chamados
inibidores de fuséo ou inibidores de entrada. Maraviroc, um antagonista do CCR5, foi
aprovado em 2007 para uso em tratamento experimental de pacientes (SCHLECHT
et al, 2008). Foi utilizado como antiretroviral em pacientes com variantes de HIV-1
gue utilizam exclusivamente CCR5 como co-receptor. Maraviroc foi comparado com
efavirenz, cada um combinado com zidovudine/lamivudine. Em 48 semanas, 69,3%
e 65,3% dos pacientes tiveram uma carga viral inferior a 50 copias/mL nos grupos

efavirenz e maraviroc, respectivamente (SAAG et al., 2007).
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1.3 Avaliacao da resposta terapéutica

A avaliacdo da resposta terapéutica utiliza como parametros a reducédo da
carga viral e o aumento do numero de linfécitos T CD4. Embora um dos principais
objetivos da terapia antiretroviral seja a obtencéo de carga viral indetectavel (abaixo
de 50 ou 80 copias/mL) dentro de um periodo de seis meses, deve-se considerar
como resultado positivo uma grande reducé&o nos seus valores: 90% da carga viral
nas primeiras quatro a seis semanas, ou 99% apos 12 a 16 semanas (MS/SVS,
20009).

O impacto inicial da terapia antiretroviral sobre a carga viral tem relagéao direta
com a carga viral pré-tratamento, o grau de imunodeficiéncia, a poténcia do
esquema, o grau de adesao e a tolerancia do paciente aos farmacos, assim como
com outros aspectos que possam influenciar a farmacocinética. Sendo assim, a
situacdo individual do paciente pré-terapia e seu comportamento, uma vez
implementada a terapia, deve ser considerada ao se estabelecer o periodo de seis
meses como maximo para atingir niveis indetectaveis da carga viral (MS/SVS, 2009).

Alguns pacientes com carga viral indetectavel podem apresentar episodios
ocasionais de viremia detectavel transitéria em baixos valores (geralmente menor
que 1000-2000 copias/mL) com subsequente supressdo. Essa situacdo nédo
caracteriza falha terapéutica, mas sugere-se que seja investigada e que eventuais
problemas com a adesdao a terapia sejam corrigidos (HAMMER et al., 2008;

MS/SVS, 2009).
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1.4 Efavirenz

Na maioria das orientacdes, o tratamento com efavirenz (EFV) € o ITRNN
mais recomendado entre os regimes de primeira linha em pacientes que iniciam o
tratamento antiretroviral. Assim, o EFV é uma das drogas antiretrovirais mais
utilizadas (HAMMER et al., 2008).

O EFV é descrito como um derivado do benzoxazinone (2H-3,1-Benzoxazin-
2-one,6-cloro-4(Cyclopropylethynyl) -1,4-dihidro-4-trifluormetil). Sua formula empirica
€ C14H9CIF3NO2 (RAKHMANINA & VAN DEN ANKER, 2010).

EFV é prontamente absorvido e atinge picos de concentracdo sérica (Cmax)
de 4,07 ug/ml cerca de 3-5 horas ap6s a administragcdo de 600 mg, a dose oral
padrdo do adulto. EFV tem um periodo de meia-vida no soro de 45 horas e atinge
estado estaciondrio das concentracbes plasméaticas de 6-10 dias. A
biodisponibilidade do EFV é aumentada pela refeicdo quando comparado ao jejum.
A droga é altamente ligada as proteinas (> 99%), predominantemente a albumina
(RAKHMANINA & VAN DEN ANKER, 2010).

A seguranca e a eficacia de EFV em criancas menores de 3 anos de idade
nao foram estabelecidas. Os dados sobre a exposicdo a EFV em maes e seus bebés
em aleitamento materno é limitado. Cerca de 14 a 34% de uma dose de EFV é
recuperada na urina (menos de 1% como droga inalterada) e 16-61% de uma dose é
recuperada nas fezes (principalmente como farmaco inalterado) (RAKHMANINA &
VAN DEN ANKER, 2010). O tratamento pode ter efeitos colaterais, representados
por sonhos anormais, tonturas, sonoléncia, insénia e diminuicdo da concentracao
(HAAS et al., 2004, MS/SVS, 2009). A frequéncia de efeitos colaterais no SNC pode
ser tdo elevada, metade dos pacientes apresentando esta queixa, ocorrendo
geralmente durante as primeiras semanas de tratamento. Uma vez que ha uma

diferenca interindividual consideravel nos niveis de meia-vida da droga apds a
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administracao oral de EFV, sugere-se que a ocorréncia de efeitos colaterais no SNC

possa refletir o aumento dos niveis plasméticos EFV.

1.4.1 Monitorizagdo terapéutica de efavirenz

A monitorizagdo terapéutica de farmacos (MTD) é uma abordagem que visa a
otimizag&o e individualizacdo da administracdo da droga. Essa monitorizacdo é de
grande interesse no tratamento do HIV, pois permite aumentar a eficiéncia do
tratamento e reduzir os efeitos adversos dos antiretrovirais. EFV se enquadra nos
critérios para a MTD, incluindo uma possivel correlacdo das suas concentracdes
plasmaticas com o efeito farmacoldgico, avaliado pela contagem de células CD4 e
carga viral, bem como com a toxicidade (CSAJKA et al., 2003; MARZOLINI et al.,
2001). Essa correlacdo é maior com a toxicidade do que com a eficdcia do
medicamento (DAHRI & ENSOM. 2007). Além disso, muitos ensaios analiticos
aceitaveis estdo atualmente disponiveis para esta droga, exibindo sua variavel
disposi¢do cinética interpacientes e intrapaciente (CSAJKA et al.,, 2003). A MTD
também é considerada uma boa ferramenta para estimar a adesdo do paciente ao
tratamento. O abandono € um dos principais problemas associados ao aparecimento
de cepas virais resistentes (FEXNER, 2007). De fato, as mutagdes do genoma viral
gue conferem resisténcia ao HAART, que levam a mal definidas modificacdes das
doses terapéuticas, sdo um dos principais problemas que impedem a MTD destas
drogas. Na verdade, relativamente bem definidas faixas terapéuticas s6 foram
estabelecidas para pacientes virgem de tratamento. Por conseguinte, o alcance
terapéutico aceito para EFV (1 a 4 mg/litro) deve ser interpretado com cautela
porque pode mudar dependendo de fatores como o estado do paciente, o uso de

regimes de combinagdo com outros antiretrovirais, a exposicdo prévia a
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antiretrovirais ou ndo, as mutacdes que conferem resisténcia, entre outros (CSAJKA

et al., 2003).

1.5 Efavirenz e farmacogenética

Muitos fatores genéticos humanos influenciam a histéria natural do HIV pelo
fato de acelerarem ou reduzirem a progresséo da infecgcdo ao desenvolvimento da
AIDS (TELENTI, 2002). Fatores relacionados ao hospedeiro também contribuem
para a resposta ao tratamento antiretroviral. A aplicacdo de um Unico regime
terapéutico resulta em importantes variacdes interpessoais relacionadas as
concentragdes séricas e as diferengas na susceptibilidade a toxicidade dos farmacos
(TELENTI, 2002; HASS, 2005).

A relacdo de genes e variantes a serem pesquisados como possiveis
interferentes na resposta individual ao tratamento antiretroviral é frequente. Alguns
genes foram estudados em diversas populac¢des, nas quais mostraram significativas
associacbes com alteracdes na resposta terapéutica aos antiretrovirais e com 0
desenvolvimento de reacfes adversas e susceptibilidade a doenca (HASS, 2005;
AHUJA et al., 2008; NAKAJIMA & KIMURA, 2008).

Apesar de ndo existirem muitos dados disponiveis, areas de investigacao
farmacogenética incluem a andlise da eficacia da terapia com ITRNs, resposta
neurotéxica e hematotoxica aos ITRNs e ITRNNs, resposta alérgica, e a
probabilidade de resposta aos inibidores de fusdo. A partir do momento em que
existirem dados disponiveis, serd possivel aumentar prospectivamente a chance de
sucesso no tratamento e reduzir a possibilidade de efeitos toxicos, através da
utilizacdo de uma terapia personalizada (FLEXNER, 2008; HAMMER et al., 2008).
Genes envolvidos na metabolizacéo e transporte de farmacos sdo importantes alvos

a serem investigados para melhor prever a efichcia e a seguranca de diversos
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tratamentos (FIEGENBAUM et al, 2005). A farmacogenética € uma area de pesquisa
com grande perspectiva de crescimento que promete auxiliar no uso racional de
diferentes farmacos, bem como no desenvolvimento de novos farmacos
(GOLDSTEIN, 2003).

A resposta a terapia antiretroviral em pacientes HIV-positivo varia
consideravelmente em diferentes aspectos, como na concentragdo plasmética das
drogas, no desenvolvimento de efeitos adversos e na taxa de recuperacao do
sistema imunoldgico. Esta variagdo pode ser atribuida a fatores como interacdes
medicamentosas ou diferencas individuais na capacidade de metabolizacdo dos
farmacos antiretrovirais. A investigagdo dos fatores que podem interferir na eficiéncia
da resposta aos antiretrovirais € de grande interesse para o entendimento de como
0s pacientes podem responder de forma tdo variada a HAART (TELENTI &
ZANGER, 2008).

Importantes variagdes genéticas do hospedeiro estdo associadas a uma
diferente capacidade de metabolizacdo. Varias enzimas desempenham papéis
cruciais no transporte e metabolismo de diferentes farmacos, como a glicoproteina-
P, produto do gene MDR1 (ABCB1), e enzimas do citocromo P450 (CYP450),
diretamente envolvidas na farmacocinética de diversos farmacos (TELENTI &
ZANGER, 2008).

Variantes alélicas de MDR1 e CYP2D6 estdo associadas com diferencas nas
concentragbes plasmaticas de inibidores da protease (IP) e inibidores néo
nucleosideos da transcritase reversa (ITRNN). Variantes alélicas de MDR1 também
predizem a taxa de imunoreatividade (aumento dos niveis de linfécitos T CD4) apés
o inicio do tratamento com antiretrovirais, 0 que mostra a relevancia de
transportadores para o0 acesso dos farmacos antiretrovirais a compartimentos

farmacoldgicos privilegiados (HASS, 2005).
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A P-gp é um membro da familia dependente de ATP e é codificada pelo gene
humano ABCB1 (ATP-binding cassete, subfamilia B), também chamado de
resisténcia a multiplas drogas (MDR1), localizado no cromossomo 7p21-21.1 (FOJO
et al., 1986), com cerca de 4,5 kb e 28 exons (CHEN et al., 1990). A P-gp em
humanos € uma proteina transmembrana fosforilada e glicosilada, de 1280
aminoacidos, que contém duas regides homodlogas de seqliéncias simétricas, cada
qual com 6 dominios transmembrana e um motivo de ligacdo de ATP (Figura 1). Os

dominios de ligacdo do ATP agem como ATPases que hidrolisam ATP em ADP+Pi.

extracellular

intraceflular

Figura 1: Arranjo de proteinas transmembrana de efluxo ABC, mostrando as 12 regides de dominio
transmembrana e as duas regides NBDs (dominios de ligacdo de nucleotideos/ATP).
Fonte: adaptada a partir de CHAN LM, LOWES S, HIRST BH, 2004.

A P-gp funciona como uma bomba de efluxo transmembrana, transportando
as drogas do meio intracelular para o extracelular, mas pode também interagir com

as moléculas da droga retidas na bicamada lipidica da membrana celular (Figura 2).
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Figura 2: Funcao da P-glicoproteina (P-gp). Este modelo mostra que o transporte de efluxo mediado
pela P-gp de substratos de drogas pode ocorrer no nivel da membrana plasmatica ou do
compartimento intracelular. ATP, adenosina trifosfato; ADP, adenosina difosfato; Pi, fosfato
inorganico.

Fonte: adaptada a partir de MARZOLINI et al., 2004.

A P-gp foi isolada pela primeira vez a partir de células de ovario de hamster
chineses (CHO) resistentes a colchicina (JULIANO RL, LING V, 1976).
Posteriormente, o gene que codifica a P-gp (MDR1) foi identificado devido a sua
superexpressdo em células tumorais, associada a aquisicéo de resisténcia cruzada a
varias drogas toxicas anti-cancer (UEDA et al.,1987). Este transportador de drogas
foi também reconhecido como expresso em muitos tecidos normais, sugerindo uma
funcdo fisioldgica (CHAN LM, LOWES S, HIRST BH, 2004). A P-gp é encontrada em
locais excretores como a superficie canalicular dos hepatdécitos, a superficie apical
de células tubulares proximais nos rins, e na superficie da borda em escova dos
enterdcitos. Além disso, a P-gp é também expressa no epitélio do plexo cordide do
cérebro e na superficie luminal dos capilares sanguineos do encéfalo (barreira

hemato-encefalica). A P-gp também estd presente em outros tecidos conhecidos
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por ser um obstaculo sangue-tecido, tais como a placenta, os ovarios e o0s testiculos,
tendo sido detectada também em células tronco hematopoéticas e células
mononucleares periféricas (PBMC), macréfagos maduros, as células natural Killer,
células dendriticas, linfécitos T e B (MARZOLINI et al., 2004). Assim, a funcdo e a
localizagdo anatdbmica da P-gp sugerem que esse transportador atua como uma
barreira protetora para manter as toxinas fora do corpo, excretando 0s compostos na
urina, na bile e para o limen intestinal, impedindo a acumulacdo de tais compostos
em Orgdos vitais como o cérebro, gdbnadas e medula 6ssea, assim como no feto
(MARZOLINI et al., 2004).

A P-gp transporta um amplo espectro de substancias, incluindo diversos
quimioterapicos e farmacos antiretrovirais da classe dos IP. Estudos de expresséo
em diferentes tipos celulares mostraram que a expressao diferencial de P- gp pode
influenciar a atividade e biodisponibilidade de farmacos e que polimorfismos no gene
MDR1 podem ser importantes para a predicdo da resposta clinica em pacientes sob
terapia HAART (FELLAY et al, 2002; SAITOH et al, 2005).

Estudos bioquimicos sugerem que o transporte de substrato por MDR1 é
acoplado a hidrélise de ATP (SHAROM et al., 1993) e o0 modelo atualmente aceito é
que a P-gp funciona como uma "bomba de vacuo hidrofébica”, no qual o substrato
interage diretamente com o bolso de ligacdo da droga na proteina P-gp e é
bombeado do espaco intracelular para o espaco extracelular, assistido pela hidrélise
de ATP em ADP+Pi (revisto em FUNG & GOTTESMAN, 2009). A caracteristica mais
significativa da funcdo da P-gp é a sua ampla especificidade de substrato. Criticas
tém categorizado substratos da P-gp com base no seu uso clinico (MARZOLINI et
al., 2004; PERALTA et al., 2008) e correlacionado niveis de expressdo de MDR1
com resisténcia as drogas. Grande numero de substratos, com diferentes estruturas

quimicas, sdo candidatos a metabolizacdo pela P-gp (MARZOLINI et al., 2004).
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Esses substratos tém uma ampla gama de fungdes biologicas, por exemplo, drogas
anti-cancer, inibidores da protease do HIV, anti-histaminicos, bloqueadores dos
canais de célcio, antibioticos, etc. O mecanismo de ligacdo do substrato e o
reconhecimento de substratos e inibidores da P-gp sdo complexos. A P-gp contém
um grande bolso de ligacdo de drogas, que geralmente € constituido por varios
dominios trans-membrana (TM5, TM6, TM11l e TM12), que determina a
especificidade de substrato. No entanto, sdo as mutagdes de amino&cidos na regido
transportadora que também alteram a especificidade do substrato, sugerindo que o
reconhecimento de drogas € um processo complexo (FUNG & GOTTESMAN, 2009).

A funcdo da P-gp como transportador € semelhante a de outras drogas
transportadoras. Entre a longa lista de substratos, € evidente que algumas dessas
drogas também sdo substratos de enzimas metabolizadoras de drogas,
principalmente CYP3A4. Este gene esta localizado no cromossomo 7g22.1, muito
proximo da localizacdo cromossdmica do MDR1, sugerindo uma inter-dependéncia
durante a evolugéo para proteger o organismo das toxinas.

De acordo com o banco de dados de SNPs (HapMap) mantido pelo NCBI
(National Center for Biotechnology Information), existem mais de 50 SNPs na regiao
de codificagdo do MDR1 humano. Estudar a localizacdo dos SNPs tem levado a
importantes observacdes, por exemplo, que os SNPs com mais de 1% de
heterozigosidade foram encontrados em dois tergcos dos 28 exons do gene. Os SNPs
do MDR1 sédo mutac¢des sindbnimas e ndo sinbnimas e a maioria das mutacdes séo
traduzidas em aminoacidos localizados na regido intracelular (Figura 3) (FUNG et al.,

2009)
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Figura 3: Esquema da proteina codificada pelo gene MDR1 mostrando a localizacdo dos SNPs. Este
€ um modelo hipotético bidimensional da P-gp humana. Cada circulo representa um residuo de
aminoacido. Circulos vermelhos representam os aminoacidos afetados por SNPs. Residuos de
aminoacidos afetados por SNPs sindnimo estdo marcados com triangulos. Os SNPs do haplétipo
MDR1 (1236C>T: G412, 2677G>T: A893 e 3435C>T: 11145) séo circulados. As regifes que codificam
as alcas A, D, H, Q, Walker-A e Walker-B estdo coloridos em verde, e as posi¢cdes dos aminoacidos
destes motivos estdo resumidos na tabela. Sitios de fosforilagdo e glicosilagdo também sao
mostrados. (Modificado por Fung et al., 2009).

Polimorfismos genéticos no gene MDR1 foram inicialmente identificados por
Kioka et al, em 1989, em estudos in vitro com células cancerosas (KIOKA et
al.,1989). Em seguida, outros grupos, incluindo Hoffmeyer et al, ttm examinado o
conjunto de SNPs da regido de codificacdo de MDR1, em especial a mutacéo
3435C>T, como um fator preditivo no aparecimento de certas doencas ( cancer,
colite ulcerosa, epilepsia) ou desfecho clinico de tratamentos com farmacos
(imunossupressores, inibidor da protease do HIV, anti-cancer) (HOFFMEISTER,
2000; SCHWAB et al., 2003; MARZOLINI et al., 2004; CHAN LM, LOWES S, HIRST
BH, 2004; OUDE ELFERINK RP, DE WAART R, 2007). A associagdo entre a
mutacao sindnima 3435C>T e a expressao da proteina P-gp em diferentes 6rgéos
(por exemplo, duodeno, intestino, placenta, figado, rim) tem sido extensivamente
estudada, porém esses estudos ndo foram conclusivos, com observacdes

35



conflitantes (SIEGSMUND et al., 2002; NAKAMURA et al., 2002; MORIYA et al.,
2002 HITZL et al., 2004; OWEN et al., 2005). Essas observagfes levaram a uma
mudanca de estudo do 3435C>T para o estudo dos efeitos clinicos do haplétipo
MDR1 (BELLUSCI et al., 2009; MARFURT et al., 2010; BALCERCZAK et al., 2010;
GUMUS-AKAY et al., 2009; CHEN et al., 2009; VAHAB et al., 2009). Embora tenham
sido realizados numerosos estudos sobre a mutagdo 3435C>T, muitos n&o
pesquisaram os haplétipos do MDR1. Nestes estudos, o tamanho da amostra do
haplétipo é muitas vezes baixo para determinar a significancia. Recentes provas, no
entanto, sugerem que o uso do haplétipo mais comum (1236C>T, 2677G>T,
3435C>T) pode ser a melhor forma de detectar a ligagdo a um fenétipo mais do que
estudar somente o SNP 3435C>T (FUNG et al., 2009).

O efeito do haplétipo na evolugcdo da doencga, incluindo cancer, tem sido
relatado (SABAHI Z et al., 2010; TAHARA et al., 2010; CHEN et al., 2010; KHEDRI A
et al., 2010; TAHERI et al, 2010; ANDERSEN et al., 2009; HENRIQUEZ-
HERNANDEZ et al., 2009). Estudos semelhantes aos estudos clinicos do SNP
3435C>T tem mostrado que os haplotipos influenciam na resposta a drogas e nas
doencas. As linhagens celulares expressando MDR1 com a substituicdo 3435C>T
ndo alteraram a expressdo na superficie celular ou a fungcdo de transporte,
comparados com as células com o gene selvagem (KOMAR, 2007; KIMCHI-
SARFATY et al., 2007). E evidente que a substituicio 3435C>T néo € a Unica razao
para menor expressdo, entretanto, 0os pacientes portadores do genoétipo 3435TT
foram relatados como tendo menor expressédo de MDR1 (HOFFMEYER et al., 2000).

Um questionamento importante que tem sido colocado € como um
polimorfismo silencioso no final da regido codificante do gene MDR1 pode afetar a
sua expressao. Uma possibilidade € que a substituicdo 3435C>T pode estar ligada a

um ou mais SNPs ainda n&o identificados no inicio da regiao 3 'UTR ou do promotor

36



que podem afetar a transcricdo e os niveis de RNAmM. No entanto, a analise de
ligacdo em pacientes japoneses nao revelou uma significativa associagédo entre o
SNP 3435C>T e outros polimorfismos na regido do promotor (SAl et al., 2006). Outra
explicacdo poderia ser que o0 RNAmM do MDR1 tem a estabilidade alterada pela
substituicdo 3435C>T. Wang et al. relataram que, no figado, o alelo 3435C tem
maior expressdo do que o alelo 3435T. No mesmo estudo, a expressao in vitro em
células CHO mostrou que o RNAm carregando a mutagdo T € degradado mais
rapido do que os do tipo selvagem (WANG et al., 2005). No entanto, varias linhas de
evidéncia sugerem que a substituicdo 3435C>T nao altera a expressdao de MDR1
(KIMCHI-SARFATY et al., 2007; HUNG et al., 2008, GOW et al., 2008).

O sitio do SNP 3435C>T esta localizado no segundo dominio de ligacdo de
ATP (Figura 3). A analise da sequéncia dos aminoacidos indica que um sinal de
pausa adicional poderia interferir no dobramento de dois motivos. Em primeiro lugar,
poderia afetar a formagéao da algca Q, um elemento fundamental no mecanismo de
ligacdo de nucleotideos, uma vez que forma o dominio de ligagdo de ATP. Os
aminoacidos que correspondem ao sito de ligacdo do ATP na P-gp em humanos sdo
a GIn475 e GIn1118, que estao dispostos na primeira e na segundo porgao da alca-
Q e sao responsaveis pelo dominio de ligacdo de ATP e pela comunica¢cdo com o
sitio de ligacéo do substrato (URBATSCH et al., 2000).

O SNP 1236C>T é outro polimorfismo sinbnimo no MDR1, que codifica a
glicina no primeiro dominio de ligacdo do ATP, encontrada entre a alca—A e Walker-
A (Figura 3). Esta substituicdo parece n&o afetar a expressao nem a funcdo da
proteina. Os experimentos também mostraram que essa substituicdo ndo esti
relacionada as altera¢gGes na estabilidade do RNAm (WANG et al., 2005).

A interrupcédo do deslocamento do ribossomo durante a traducdo pode ser

causada por um polimorfismo na posi¢cdo 2677, no exon 21, podendo resultar nas

37



substituicbes Ala893Ser (2677G>T) ou Ala893Thr (2677G>A) (Figura 3). Uma
alteracdo do nucleotideo 2677 (A893) pode resultar em uma pausa no ribossomo,
que podera afetar a tradugdo de aminoacidos. No entanto, estudos tém identificado
substituicdes de varios aminoacidos (G830V, 1849M) que podem mudar a cinética da
atividade de ATPase induzida por drogas (SAKURAI et al.,, 2007). A analise
bioguimica confirmou que a substituicdo da alanina 893 (A893) por serina ou
treonina pode alterar o transporte da droga (SAKURAI et al., 2007). Esta evidéncia
sugere que a mutacdo A893 provavelmente afeta a atividade de ATPase induzida
por drogas. Esta andlise sugere que cada um dos alelos que compdem um completo
haplétipo pode contribuir com mudancas de forma pequena mas significativa,
podendo levar a alteragdo do dobramento da proteina e da sua funcdo. O
dobramento co-traducional dos dois dominios de ATPase da P-gp € crucial para sua
funcdo. ApOs traducdes sucessivas, os dois dominios de ligacdo ao ATP sé&o
dobrados juntos para formar um grande dominio que pode hidrolisar dois ATPs para
ADPs de uma forma interdependente. Embora o impacto de cada um dos SNPs no
haplétipo MDR1 pode ser independente, quando presentes juntos podem produzir
fendtipos muito mais salientes (AMBUDKAR et al., 2006).

Estudos demonstraram que existe uma relagdo de desequilibrio de ligacdo
entre 0s SNPs no exon 26 (3435C>T) e no exon 21 (2677G>T/A), sugerindo que
diferencas funcionais observadas na P-gp, inicialmente atribuidas ao SNP no exon
26 (sinbnimo), poderiam ser um resultado de uma associagdo com o polimorfismo no
exon 21 (ndo-sindbnimo) (KIM et al.,, 2001; KIM et al.,, 2009). Trés combinacdes
comuns de hapl6tipos, encontradas em mais de 70% dos individuos, foram relatadas
em varios estudos, e parecem ser observadas em todos 0s grupos étnicos com um
forte desequilibrio de ligagdo entre os exons 26 e 21. Também tem sido

demonstrado que um SNP sindnimo no exon 12 (1236C>T) esta ligado ao dos exons
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26 (3435C>T) e 21 (2677G>T/A) (KIM et al. 2001, ILLMER et al, 2002; JOHNE et al.,
2002; FELLAY et al, 2002; WINZER et al., 2005). Da mesma forma, quando
possiveis combinagfes genotipicas dos polimorfismos nos exons 26, 21 e 12 do
MDR1 foram analisados, em mais de 50% dos individuos estudados pareceu existir
um forte desequilibrio de ligacdo (KIM et al. 2001; ILLMER et al, 2002; JOHNE et al.,
2002; GOTO et al., 2002).

As interagOes dos inibidores da protease com a P-gp e ABCCs tém sido
extensivamente estudadas, e tem demonstrado que sao substratos ou moduladores
dos transportadores de efluxo (LEE et al., 1998; FORD et al., 2003; CHANDLER et
al., 2003). No entanto, os dados relativos a interagdo dos ITRNN ou ITRN com
transportadores de efluxo séo escassos e conflitantes (BERRUET et al.,, 2005;
DIRSON et al.,, 2006; WEISS et al.,, 2007; WEISS et al., 2008). Alguns estudos
relatam que os NNRTIs ndo sdo substratos e nem moduladores da P-gp (BERRUET
et al., 2005; DIRSON et al., 2006; WEISS et al., 2007). Outros indicam o potencial do
tratamento em longo prazo com EFV induzir a expressdao de P-gp em células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) ou na linhagem celular LS180
(CHANDLER et al., 2003; WEISS et al., 2008).

Os resultados dos estudos que examinam a influéncia dos polimorfismos do
gene MDRL1 na resposta ao tratamento com terapia antiretroviral ndo séo uniformes
(Tabela 3). Estudo realizado por Felley et al. em 123 pacientes com infeccéo pelo
HIV foi encontrado um aumento significante na contagem de células TCD4em 3 e 6
meses apds o inicio do tratamento nos pacientes com genétipo 3435TT, e nao
houve diferencas na queda da carga viral entre os genétipos TT, CT e CC (FELLEY
et al., 2002). Foi sugerido nesse estudo que o alelo T (variante) poderia resultar em
um aumento na penetracdo do inibidor de protease nas células T CD4. Além de

alterar a concentracdo intracelular da droga, a superexpressdo da P-gp in vitro

39



demonstrou reduzir a suscetibilidade de células CD4 a infec¢do por HIV, afetando a

fusao viral e possivelmente a sua liberacao (LEE et al., 2000; SPECK et al., 2002).

Tabela 3. Efeito do polimorfismo do gene MDR-1 sobre a evolugdo da infeccdo pelo HIV. Estudos em

pacientes
Polimor - Influencia dos diferentes genoétipos Referen
Pacientes fismos cias
N° Caracteris ticas estudados Efeitos no CD4 Efeito na carga
viral

123 67 pacientes que 3435C>T 1 CD4 24 semanas N&o houve Felley et
faziam tratamento e TT=257 cel/mm® diferenca estatistica al., 2002
mantinham a CT=165 cel/ mm?
supressdo viral com CcCc=121 cel/ mm®
EFV E NFV, 56
pacientes com
tratamento inicial

479  Pacientes sem 3435C>T N&o houve diferenca Falha virolégica Brumme
tratamento inicial estatistica mais precoce no et al,
(virgem) gendtipo CC 2003

(P=0,07)

149  Pacientes sem 3435C>T Nenhuma relacdo Nenhuma relacdo Nasi et
tratamento inicial entre o polimorfismo entre o polimorfismo al., 2003
(virgem) 3435C>T com o 3435C>T com o
2 ITRN + IP (N=106), aumento do CD4 em aumento da carga
1ITRN + IP (N=43) 3 e 6 meses de inicio viral, em 3 e 6

do tratamento meses de inicio do
antiretroviral tratamento
antiretroviral

71 Pacientes  criangas 3435C>T Nao houve diferencas Cargas virais | de Hulgan
sem tratamento em 2, 4 e 20 400copias/mlina8 et al,
inicial (virgem) semanas semana de terapia 2003
tratados com 2 ITRN antiretroviral nos
+ EFV ou NFV gendtipos 3435CC

(59%) do que no
gendtipo  3435CT
(91%).
411  Sem tratamento 3435C>T N&o houve diferenca Bleiber
2677G>T estatistica in vitro. et al.,
Nao influencia na 2004
progressdo
espontanea do HIV
nas células CD4.

129 3TC +d4T +IDV (n= 3435C>T N&o houve diferencas N&o houve Verstuyf
60) 2677G>T em 74 semanas diferencas em 74 t et al,.
NVP + d4T + IDV (n semanas 2005
=69)

504  Pacientes sem 3435C>T N&o houve diferencas MDR1 3435 Haas et
tratamento inicial 2677G>T gendtipo TT foi al., 2005
(virgem) tratados associado com
com EFV (n = 340), menor
NFV (n = 348). 184 probabilidade de
dos 504 participantes faléncia virologica e
receberam efavirenz diminuicdo da
e nelfinavir resisténcia viral ao

efavirenz

72 3ITRN (N = 12), 3435C>T Nenhuma relacdo Nenhuma relacdo Winzer

2ITRN + 1 PI (N = 2677G>T/A entre 0s entre os et al,
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40); 2ITRN + 1 Gen6tipo polimorfismos com o polimorfismos com 2005

ITRNN (N =20). composto aumento do CD4 em a diminuicdo da
2677G>T e 4, 12, 24 e 48 cargaviralem4, 12,
3435C>T semanas de inicio do 24 e 48 semanas de

tratamento inicio do tratamento
antiretroviral antiretroviral
347 219 Criancas 1236C>T Genoétipos  3435CT, Bellusci

infectadas e 128 3435C>T 1236CT e 1236TT e a et al,
criancas expostas analise de pares de 2009
nao infectadas haplétipos

(3435CT/1236CT e

3435CT/1236TT)

mostraram uma

importante  protecéo
contra a progressdo
para AIDS pediatrica.

3TC: lamivudina; AZT: zidovudina; d4T: estavudina; EFV: efavirenz; IDV: indinavir; IP: inibidores da
protease; ITRN: inibidores da transcritase reversa analogos de nucleosideos; ITRNN: inibidores de
transcritase reversa ndo analogos de nucleosideos; NFV: nelfinavir; NVP: nevirapina; RTV: ritonavir;
HIV: virus da imunodeficiéncia humana.

Brumme et al. (2003) estudaram 479 pacientes recém-diagnosticados com
HIV e os individuos com gen6tipo 3435CC tiveram menor tempo de falha virologica
(definida por uma carga viral > 500 cépias/ml) que os gendétipos 3435CT e TT, mas
com diferencas no limite de significancia estatistica (BRUMME et al., 2003). Este
estudo ndo encontrou diferencas entre os trés genoétipos para o desenvolvimento de
resisténcia as drogas antiretrovirais.

Num estudo realizado em criangas por Hulgan et al., foi encontrada uma
menor proporgdo de criancas que alcancaram niveis de carga viral abaixo das 400
copias/ml na oitava semana de terapia antiretroviral com genétipo 3435CC (59%) do
gue com o gendtipo 3435CT (91%). Um dado deste estudo foi a resposta a terapia
antiretroviral de apenas 57% em criangcas com o genotipo 3435TT, que os autores
consideraram nao avaliaveis devido ao pequeno numero de pacientes neste grupo
(n=7) (HULGAN et al., 2003).

Mais recentemente, foi encontrada uma associacéo entre o genotipo 3435TT
e uma menor probabilidade de falha viroldgica e de aparecimento de resisténcia em
doentes tratados com efavirenz (HAAS et al.,, 2005). Em outros estudos, nao

encontraram diferencas na queda da carga viral entre 0os genoétipos do exon 26
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(3435C>T) e exon 21 (2677G>T) em 31 pacientes no estudo ACTG315 (HASS et al.,
2003). Nasi et al. ndo encontraram relacdo entre o polimorfismo 3435C>T e o
aumento da carga viral ou o aumento de CD4 em 3 e 6 meses do inicio do
tratamento antiretroviral (NASI et al., 2003). No estudo de Verstuyft et al. ndo houve
associacdo entre os genotipos dos polimorfismos do exon 21 e do exon 26 e a
resposta ao tratamento (VERSTUYFT et al., 2005).

Berruet et al realizaram um estudo para pesquisar a relagéo entre a atividade
funcional da P-gp e a evolugdo da infeccdo pelo HIV, com 185 pacientes com
infeccéo pelo HIV e concluiu que ocorre uma relagéo inversa entre a atividade da P-
gp e a carga viral (BERRUET et al., 2005). Na analise multivariada deste estudo, a
atividade de P-gp ndo estd associada com outras variaveis demograficas e
terapéuticas, sugerindo que a P-gp apresentou por si s6 uma atividade inibidora
sobre a replicagao viral.

As diferencas entre os dados obtidos in vitro e in vivo tém sido atribuidos a
superexpressao de P-gp. In vitro, a P-gp pode ser expressa mais de mil vezes do
gue em células mononucleares do sangue periférico. Bleiber et al. analisaram a
superexpressdo dos diferentes genotipos de MDR1 e sua relacdo com a
permissividade de células T CD4+ de 128 doadores de sangue saudaveis para HIV-
1 e o papel que os alelos de MDR1 nos exons 21 e 26 possuem em modificar a
progressdo da doenca em 411 individuos infectados pelo HIV-1. Diferencas
fisiologicas nos niveis de expressdo de MDR1 ndo modificam a infeccdo de HIV-1 in
vitro, nem os alelos e haplétipos do MDR1 tém significativa influéncia na
permissividade de infeccdo in vitro ou na progressdo da doenca in vivo antes do
inicio do tratamento (BLEIBER et al., 2004).

Em um estudo realizado por Zhu et al., foi avaliado o efeito dos SNPs na

recuperacdo da contagem de células CD4 em resposta ao tratamento antiretroviral
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com inibidores da protease e obtiveram dados estatisticamente significativos que
sugerem fortemente uma associacdo marginal com o SNP 1236MDR1, mas ndo dos
2677 e 3435 (ZHU et al., 2004).

Bellusci et al., num estudo de progressao da AIDS em criangas na Argentina,
concluiram que néo houve associagao entre 0s genétipos de MDR1 e a transmisséo
vertical de HIV-1. No entanto, um efeito protetor contra a progressdo para a AIDS
estava associado com os gendétipos 3435CT, 1236CT e 1236TT (P<0,005, P=0,024
e P=0,026, respectivamente). Além disso, a andlise de pares de hapl6tipos mostrou
que o 3435CT/1236CT e o 3435CT/1236TT exerceram uma importante protecéo
contra a progressao para a AIDS pediatrica (P=0,0025 e P=0,006, respectivamente)
(BELLUSCI et al., 2010).

Embora haja controvérsia quanto a importancia bioldgica dos polimorfismos
de MDR1, a maioria dos relatos concorda que ha uma associagao entre genotipos
especificos ou haplétipos dos polimorfismos dos exons 12, 21 e 26 na
permissividade de infeccdo pelo HIV-1 sem o seu papel no transporte da droga
(FELLEY et al. 2002; HASS et al., 2003; HASS et al. 2005, BLEIBER et al., 2005;
BELLUSCI et al., 2010).

O presente estudo teve como objetivo realizar um estudo farmacogenético de
associacao entre polimorfismos do gene MDR1 de 81 individuos HIV-positivo virgem
de tratamento que iniciaram HAART incluindo efavirenz e as respostas virologica e

imunolégica observadas.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo farmacogenético para investigar o papel dos
polimorfismos 1236C>T, 2677G>T e 3435C>T do gene MDR1 no tratamento inicial
de individuos portadores de HIV-1 incluindo o antiretroviral Efavirenz, relacionando

0S genotipos identificados com as respostas viroldgica e imunoldgica ao tratamento.

1.2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a carga viral [numero de copias/ml] e niveis de linfocitos T CD4
positivos [células CD4/mm?] no inicio do tratamento com terapia antiretroviral
incluindo Efavirenz em pacientes HIV positivos e nos trés e seis meses apos o
inicio de tratamento

b) Estimar a freqtiéncia genotipica dos SNPs 1236C>T, 2677G>T e 3435C>T do
gene MDR1 dos pacientes HIV positivos.

c) Verificar a associacdo dos gendtipos MDR1 com a carga viral e niveis de

células T CD4+ nos trés e seis primeiros meses de tratamento.
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1.3 HIPOTESE

Os polimorfismos 1236C>T, 2677G>T e 3435C>T do gene MDR1 influenciam
na resposta terapéutica de individuos HIV-positivos, sendo que individuos com os
genaotipos 1236 TT, 2677 TT e 3435 TT apresentam um aumento das células T CD4
e uma diminuicdo da carga viral apos 3 e 6 meses de tratamento com HAART

incluindo efavirenz no esquema terapéutico.
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Abstract

Objective: In a prospective study of HIV-infected patients, we investigated the
influence of MDR1 genotype for three different polymorphisms (1236C>T, 2677G>T,
3435C>T) on the virological and immunological responses to treatment of naive
patients initiating a highly active antiretroviral therapy (HAART) with one nucleoside
reverse transcriptase inhibitor (NRTI), zidovudine (AZT), and two non nucleoside
reverse transcriptase inhibitor (NNRT]I), efavirenz (EFV) and lamivudine (3TC).
Methods: MDR1 genotype was analyzed in 81 patients attending the Municipal
Center for Serology Assistance (CEMAS) in Santa Cruz do Sul, Brazil, who started
HAART between 2008 and 2010. CD4 cell count and viral load were obtained at
baseline, 12 and 24 weeks post therapy initiation. MDR1 genotypes were determined
polymerase chain reaction followed by analysis of restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP).
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Results: Patients with MDR1 3536TT genotype had at 12 and 24 weeks pti a
significantly higher increase in CD4 cell count (343 cells/mm®) compared to baseline
than patients with CT (313 cells/mm?®) and CC (231 cellss/mm?®) genotypes (p<0.001).
No statistically significant difference on CD4 cell count was observed for SNP
1236C>T or 2677G>T. For virological response, based on viral load at 12 and 24
weeks pti compared to baseline, no significant difference was observed for MDR1
tested genotypes.

Conclusion: A significant association was observed between MDR1 3536TT
genotype and increase in CD4+ cell count at 12 and 24 weeks of treatment
compared to baseline. Our data showed that the presence of allele 3435T is
associated with higher CD4+ cell count since baseline. According to our knowledge,
this is the first report in Brazil assessing prospectively CD4 count and viral load in
HIV-1 positive naive patients. Further studies are needed on MDRL1 transporters
polymorphisms, as P-glycoprotein, as well as other enzymes involved in drug
metabolism, to elucidate and improve understanding on the role of pharmacogenetics

on HIV HAART response, targeting optimization of a successful treatment.

Keywords : MDR1 gene, ABCBL1 gene, polymorphism, antiretroviral therapy.

BACKGROUND

P-glycoprotein (P-gp), the protein product of Multidrug Resistance (MDR1)
gene, is a 170kD protein first identified in a cancer cell line [1]. P-gp belongs to the
adenosine triphosphate-binding cassette (ABC) super family of membrane
transporters involved in active transport of a wide spectrum of substrates through
lipid bilayers. REF

P-gp is found in the canalicular surface of hepatocytes, on the apical surface
of proximal tubular cells in kidneys, and on the brush border surface of enterocytes
[2].1t is also expressed in the epithelium of the brain choroid plexus (which forms the
blood—cerebrospinal fluid barrier), on the luminal surface of blood capillaries of the
brain (blood-brain barrier), besides other tissues known to have blood-tissue barriers,
such as the placenta, the ovaries, and the testes [3]. In addition, P-gp has been
detected in hematopoietic stem cells, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs),
mature macrophages, natural killer cells, antigen presenting dentritic cells, and T and

B lymphocytes [4,5].
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A consequence of its wide distribution and localization, P-gp can influence the
uptake of a drug from gastrointestinal tract, its distribution and elimination by
excretion in urine or bile, as well as its access penetration to the brain or fetus [3].
Some HIV-1 protease inhibitors are P-gp substrates, and therefore P-gp expression
and activity are of high clinical relevance [2- 6].

Oral absorption and tissue penetration of non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitor (NNRT]I) are affected by the drug transporter P-gp [2]. Polymorphisms in the
MDR1 gene can be associated with differences in P-gp activity and, thus, in drug
disposition. As a consequence, the association between allelic variance of MDR1
gene and NNRTI plasma concentrations was studied with no conclusive results [6-8].

Fellay et al. analyzed the association between Efavirenz (EFV) plasma levels
and allelic variants of MDR1 gene and several other genes. Patients with the MDR1
3435TT genotype 6 months after starting treatment had a greater rise in CD4-cell
count (257 cells/pL) than patients with the CT (165 cells/puL) and CC (121 cells/uL)
genotype (p=0.0048), and the best recovery of naive CD4 cells [6]. EFV drug levels
were also significantly lower in patients with CYP2D6 extensive-metabolizer TT
alleles. Although in this study patients with the MDR1TT genotype had also a greater
rise in CD4 cell count, this was not confirmed in subsequent studies [7-11].

Is the first study in Brazil in HIV-1 positive that investigated the influence of
MDR1 polymorphisms on the virological and immunological response the progression

of HIV infection it vivo before the initiation of EFV antiretroviral treatment.

METHODS

Patients

This was a prospective cohort study carried out between March 2008 and
March 2010. A total of 81 HIV-1 infected patients started antiretroviral therapy and
clinically followed at the Municipal Center for Serology Assistance (CEMAS) in Santa
Cruz do Sul, Brazil. Inclusion criteria were adult patients (>18 years) naive of
treatment with antiretroviral drugs, HAART with two NRTIs plus one NNRTI (namely
EFV), HIV load and CD4 cell count determined 12 and 24 weeks after initiation of
therapy performed in the laboratory accredited on the CEMAS. CD4 and CD8 T-
lymphocyte subpopulation counting was performed by flow cytometry using the
FACSCount system (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). HIV-1 viral load was
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performed using the NASBA technique (Biomerieux, Marcy [I'Etoile, France), no
patient was in use of co-medication characterized as substrate or inhibitor of P-gp.

Treatment was based on current international treatment guidelines [16]. The
study protocol (humber 2215/08) was approved by the Ethics Committee of the
University of Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil, and informed written
consent was obtained from all patients. Exclusion criteria were: presence of clinically
and laboratory confirmed liver chronic disease, results of liver function tests prior to
the beginning of treatment twofold higher than the upper normal limit.

Clinical and epidemiological data, such as age, sex, skin color (selfreported),
alcohol abuse (according to CAGE criteria [17]), and use of another co-medication,
were obtained by application of a standard questionnaire or patient's medical record
access. Treatment adherence was evaluated by pill counting, frequency of medical
appointment attendance, and information from medical records on regularity of pill

taking.

Genotype analysis

Venous blood (5 mL) was obtained from each participant and DNA extracted
with Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) according to manufacturer’s
instructions. MDR1 genotypes for polymorphisms (SNPs) 1236C>T (rs1128503),
2677G>T (rs2032582) and 3435C>T (rs1045643) were determined by polymerase
chain reaction followed by analysis of restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP). PCR conditions, primer sequences, restriction enzymes, and fragment
length analysis were carried out according to Cascorbi et al. [12]. A total of 8 random
samples for each investigated polymorphism were PCR amplified, eletrophoresed on
2% agarose gel, bands were cut and purified according to the DNA GFX purified
band kit (GE Health Care) and sequenced according to the MegaBace protocols to
confirm PCR—RFLP results.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) v. 12.0 (SPSS, Chicago, IL) and EPIINFO v. 6.04d (Centers for
Disease Control and Prevention, Atlanta, GA). Results are expressed as mean *
standard deviation (SD) or as absolute value and percentage. Data were analyzed by

Kruskal-Wallis or Mann-Whitney test. Due to the small sample size a nonparametric
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test was used. A P-value of 0.05 was considered to be significant. The observed

genotypic frequencies were tested for Hardy—Weinberg equilibrium (HWE).

RESULTS

Study population

A total of 81 HIV-infected patients attending CEMAS at Santa Cruz do Sul had
DNA specimens available for analysis. Population characteristics are summarized in
Table 1.

MDR1 polymorphisms

Patients’ DNA was analyzed to identify 1236C>T, 2677G>T>A and 3435C>T
MDR1 variants allele and genotype frequencies of the study population are
presented in Table 2.

Genotypic frequencies MDR SNP 1236 in exon 12 were: 0.64 for 1236 CC,
0.34 for 1236 CT and 0.01 for 1236TT. Allelic frequencies were: 0.815 and 0.185 for
C and T, respectively. Genotypic frequencies did not significantly different from the
expected distribution at HWE due to a higher frequency of 1236 CT with respect to
1236 CC and 1236T T with p=0.5.

Analysis of the 2677G>T polymorphism in exon 21 showed 46 (56.8%)
patients with GG genotype, 23 (28.4%) GT and 12 (14.8%) TT. Allelic frequencies
were 0.71 and 0.29 for C and T, respectively. Genotypic frequencies did not
significantly differ from the expected distribution at HWE, mainly due to a higher
frequency of 2677GG with respect to 2677GT and 2677TT with p= 0.14.

MDR1 SNP 3435 in exon 26 revealed 47 (58.0%) patients with CC genotype,
21 (25.9%) with CT and 13 (16.0%) with TT and allelic frequencies of 0.55 and 0.45
for C and T, respectively. The distribution data of genotyped samples shown in
Genotypic frequencies did not significantly different from the expected distribution at
HWE, mainly due to a higher frequency of 3435CC with respect to 3435CT and
3435TT with p=1.6.

CD4 T cell counts and HIV-1 viral load among patien ts with MDR1
polymorphisms
Table 3 shows mean values of HIV-1 viral load (VL) count [log copies/ml] at

baseline initiation of therapy and mean values of 12 and 24 weeks after initiation of
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antiretroviral therapy. There were no significant differences of viral load decline for
any of the SNP genotypes analysed.

Table 4 shows mean values of CD4 cell count at baseline initiation of therapy
and mean values of CD4 cell determined at 12 and 24 weeks after initiation of
therapy. No significant differences were observed among different genotypes for
SNPs 1236 and 2677. However, patients with the MDR1 3435TT genotype had a
significantly higher mean CD4-cell count at 12 and 24 weeks (343 and 533 cell/mm?,
respectively) than patients with the CT (313 and 461 cell/mm?®, respectively) and CC
(231 and 322 cell/mm?, respectively) genotypes (p<0.001).

DISCUSSION

The ethnic characterization of our study population showed a vast majority of
European descendents, which was expected once the population of Santa Cruz do
Sul is mainly of German origin, which compromised the analysis of antiretroviral
therapy response association between MDR1 polymorphisms and racial differences
in MDR1 allelic frequencies. Winzer et al. found in 72 HIV-1 infected patients from
Germany, genotypic frequencies for MDR1 3435 SNP of 27.7% of CC genotype,
45.8% of CT and 26.4% of TT [7]. This study has not compared of genotypic
frequencies of 3435 C>T variants the Winzer. Analysis of the 2677 SNP
demonstrated 33.3% patients with GG genotype, 31.9% with GT and 25% with TT.
Studies conducted in Brazil by Scheiner et al. in study genetics polymorphisms in Rio
de Janeiro showed different allelic distribution for MDR1 SNPs 1236 and 3435
compared with our study (SNP 1236C: 0.61 and T: 0.39; 3435C: 0.55 and T: 0.45
respectively) [18].

Recent studies have examined the relationship between polymorphic alleles of
the MDR1 gene and the course of HIV infection [6-11]. Such polymorphisms may
alter the metabolism of antiretroviral medications or influence susceptibility to HIV
infectivity [2]. We have investigated the impact of polymorphisms of the MDR1 genes
on the virological and immunological response of treatment with two NRTIs plus one
NNRTI (namely EFV) of naive patients.

Regarding viral load, no significant association of MDR1 1236, 2677 or 3435
genotypes with viraemia decay was observed during the first six months of therapy.
Winzer et al analyzed data of 20 naive patients and Nasi et al. of 46 naive patients

with identical HAART scheme as in our study and also found no association between
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the MDR1 genotype at position 3435 and 2677 and plasma viral load decrease
during the first six months of treatment [7,8].

The association of increase in CD4 cells with MDR1 1236 and 2677 genotypes
was not significant, but there was a significant association of CD4 cells increase and
genotype MDR1 3435TT compared with CC and CT at 12 and 24 weeks of
treatment. Our study is consistent with results of Felley et al., which found that
patients with MDR1 3435TT genotype 6 months after starting treatment had a
significant greater rise in CD4 cell count than patients with the CT and CC genotypes
(p>0-0048)[6].

Zhu et al. in a retrospective study found a relationship between the effect of
SNPs on CD4 cell count recovery in response to antiretroviral treatment with Pls, and
obtained a statistically significant evidence that suggested marginal association of
the SNP at MDR1 1236, but not at MDR1 2677 or 3435 [13]. Patient number was 79
(similar to our study), but the class of antiretroviral used for treatment was different,
which possibly explains differences in SNP association.

In a recently published study, Bellusci et al. found a protective effect against
progression to AIDS in children with MDR1 3435CT, 1236CT and 1236TT genotypes
(p<0.005, p=0.024 and p=0.026, respectively)[14]. These results support the notion
that P-gp plays a role in HIV-1 infection independently from its role in drug transport
[14].

The MDR1 3435C>T SNP is a synonymous polymorphism. The TT genotype
may have reduced translation efficiency or may lead to post-translational differences
[16]. It was assumed that the T variant could result in an increase in the penetration
of protease inhibitors on CD4 T cells. Besides changing the intracellular
concentration of drugs, overexpression of P-gp in vitro has been shown to reduce the
susceptibility of CD4 cells to HIV infection affecting viral fusion and possibly its
release [2, 15, 16].

It has been shown that linkage disequilibrium exists between 3435C>T and
2677G>T/A polymorphisms [2]. Therefore, we investigated both SNPs in our study
but analysis of a set of genotypes and haplotypes were not an isolated effect in the
virological or immunological response to treatment of naive patients (data not
shown).

Our data suggest that the in MDR1 expression appear to have an influence on
HIV-1 infection in vivo. Inclusion in the genotype/haplotype analysis of the exon 12

(1236C>T) and exon 21 (2677G>T) should not alter our overall results and
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conclusion; however, we conclude that in vivo of the estimated time for CD4+ counts
in 12 and 24 weeks increased significantly in the MDR1 3435TT genotype (p<0.001)
compared with MDR1 3435CC.

CONCLUSIONS

No evidence was found for an association between MDR1 1236C>T and
2677G>T and 3435C>T polymorphisms and virological response to therapy in HIV-
positive drug-naive patients treated with HAART consisting of two NRTIs and one
NNRTI (namely EFV). However, a significant increase in CD4 count was observed in
3435TT individuals after 12 and 24 weeks of treatment compared to baseline. We
conclude that the MDR1 gene SNP 3435C>T, and not the SNPs 1236C>T and
2677G>T, is associated with recovery of CD4+ cells in HIV-positive patients after 12
and 24 weeks of HAART including Efavirenz . Further studies on additional
polymorphisms, whether associated or not with those analysed in this study, are

needed to elucidate the actual role of pharmacogenetics in HIV therapy.
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Table 1: Characteristics of studied population

Characteristics Value
Number of patients, n 81
Sex (female/male), n 48/33
Age (years), [mean (xSD)] 38.49 (+ 10.27)
Ethnicity [European descendent / African 62/19
descendent]

IRC, n (%) 1(1,2)
Liver disease, n (%) 0 (0)
HBV, n (%) 3 (3.7),
HCV, n (%) 5(6.2)
IDU, n (%) 9(11.1)
Alcohol, n (%) 8(9.9)

Body mass index (kg2/cm), [mean (+SD)]

19.46 (+ 3.63)
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Table 2. Allele and genotype frequencies for the 3 studied SNPs of MDR1 gene

Location Position Allele Effect Frequency Genotype Frequency HWE
% %

MDRL C Wobble 81.5 CcC 64.2

1236 rs1128503 T 18.5 CT 34.6 YES
Exon 12 T 1.2

MDR1 G 893Ala 71.0 GG 56.8

2677 1s2032582 T 893Ser 29.0 GT 28.4 YES

MDR1 C Wobble 71.0 CcC 58.0

3435 1s1045643 T 29.0 CT 26.0 YES

HWE: Hardy—Weinberg equilibrium
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Table 3: Viral load [log copies/ml] at baseline, wee  k 12 and 24 after initiation of antiretroviral ther  apy with
respect to genotypes of MDR1 1236, 2677 and 3435 SNP s
BASELINE 12 WEEK 24 WEEK
No. (%) MEAN = SD MEAN + SD MEAN = SD
81 (100)
MDR1 CcC 52 (64.2) 445+1.2 22020 0.80+1.0
1236 CT 28 (34.6) 3.58+1.6 22614 0.59+0.9
TT 1(1.2) 4.95 0.00 0.00
TT+CT 29 (36.0) 415+13 2.18 1.5 0.57+0.8
81 (100)
MDR1 GG 46 (56.8) 415+14 23218 0.83+1.1
2677 GT 23 (28.4) 420+1.4 229+£1.9 0.71+0.8
TT 12 (14.8) 4.07+1.2 1.54+2.0 0.27+£0.7
TT+GT 35 (43.0) 4.16+1.3 203+£1.9 0.56 £ 0.8
81 (100)
MDR1 CcC 47 (58.0) 420+1.3 236+1.8 0.75+0.9
3435 CT 21 (26.0) 3.96+15 1.85+1.8 0.63+1.0
TT 13 (16.0) 429+1.2 214 +2.2 0.74+1.0
TT+CT 34 (42.0) 4.08+1.4 196+1.9 0.67+1.0

Statistical analysis was performed with Kruskall-Wallis test for the three genotypes (CC vs CT vs TT)
and Mann-Whitney test for the genotypic group (CC vs CT+TT).
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Table 4: CD4-cell count [cells/mm 3] at baseline, week 12 and 24 after initiation of a
with respect to genotypes of MDR1 1236, 2677 and 34 35 SNPs.

ntiretroviral therapy

BASELINE 12 WEEKS 24 WEEKS
No. (%) MEAN * SD MEAN * SD MEAN * SD
81 (100)
MDR1 cc 52 (64.2) 138 £43.7 267 + 106.4 401 +136.0
1236 CT 28 (34.6) 143 + 44.0 273 +96.3 370 £122.1
TT 1(1.2) 153.0 381.0 492.0
TT+CT 29 (36.0) 143 £43.3 277 £96.7 375 +122.0
81 (100)
MDRL1 GG 46 (56.8) 138 £ 44.2 273 £95.7 398 +132.4
o677 GT 23 (28.4) 146 + 43.6 274 +126.5 395 +144.1
TT 12 (14.8) 138 +42.0 253 +80.9 363 +102.5
TT+GT 35 (43.0) 143 +42.6 267 +112.2 384 +130.7
81 (100)
MDRL1 cc 47 (58.0) 134 +41.6 231 + 69.5%* 322 + 86.5%*
3435 CT 21 (26.0) 148 +42.3 313 + 140.7* 461 + 113.4*
TT 13 (16.0) 147 £51.1 343 + 61.0%* 533 + 122.5*
TT+CT 34 (42.0) 148 +45.1 325 + 116.5* 489 + 120.5%*

Statistical analysis was performed with Kruskall-Wallis test for the three genotypes (CC vs CT vs TT)
and Mann-Whitney test for the genotypic group (CC vs CT+TT). **p<0,001
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO
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3.1 Consideracfes Finais

A terapia antiretroviral para infeccdo pelo HIV esta disponivel desde a
introducdo e aprovacao da zidovudina em 1986. Desde |4, aproximadamente 20
farmacos pertencentes a 4 diferentes classes de farmacos estdo disponiveis para o
tratamento da infeccéo pelo HIV (HAMMER et al., 2008).

O uso de uma combinacdo de farmacos antiretrovirais para fornecer ao
paciente uma terapia mais potente tem impactado na morbidade e mortalidade
associadas a infeccdo pelo HIV e a AIDS. Entretanto, estudos clinicos tem
aumentando as possibilidades na selecdo e gerenciamento dos regimes
antiretrovirais (ART), incluindo a escolha de terapias mais eficazes para evitar a
toxicidade pelos farmacos e o impacto das interacdes farmacoldgicas. Apesar da
introducdo da genotipagem viral e da combinacdo de dados farmacocinéticos da
terapia, a investigacédo de fatores genéticos do hospedeiro que tém grande impacto,
tanto na eficacia quanto na toxicidade dos ART, pode também auxiliar na selecéo de
melhores regimes para cada pacientes (FLEXNER, 2007).

E amplamente reconhecido que todas as classes de ART tém multiplos
efeitos além da supressao da replicacao viral e estdo associados com muitos efeitos
adversos, alguns dos quais podem ameacar a vida do paciente. Até recentemente,
entretanto, ndo estdo claros os motivos pelos quais alguns pacientes desenvolvem
toxicidade, enquanto outros, que utilizando esquemas terapéuticos idénticos, ndo o
fazem. Mudltiplos fatores contribuem para este fendmeno, incluindo a adesdo a
terapia, outras doencas concomitantes, e interagcbes medicamentosas; apesar
destes fatores, respostas completas ainda ndo foram observadas quando estes
fatores sdo controlados. Embora muitas variaveis influenciem na resposta aos ART,

evidéncias apontam para variacbes genéticas do hospedeiro, que podem estar
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fortemente associadas com os diferentes perfis de resposta aos ART (KLIMAS et al.,
2008).

Se considerarmos o problema atual da AIDS em nosso meio e as graves
implicagbes dos efeitos adversos na conducéo satisfatoria dos casos, se evidéncia a
necessidade de estudos que abordem ndo sé os possiveis fatores extrinsecos
associados, mas também os fatores genéticos potencialmente relevantes
(FLEXNER, 2008; HAMMER et al., 2008).

Nas ultimas décadas, vem se consolidando o conceito de que variagbes no
genoma humano sao determinantes importantes que influenciam na susceptibilidade
a doencas infecciosas, sendo responsaveis pela grande variacao interindividual na
resposta imune do hospedeiro apds infec¢des, bem como na resposta a diferentes
farmacos (HASS et al.,, 2005). A existéncia de grandes diferencas populacionais,
bem como de pequenas variabilidades intrinsecas ao paciente, € consistente com a
possibilidade de a heranca genética ser um determinante na resposta aos farmacos.
Estima-se que fatores genéticos sejam responsaveis por 20 a 95% da variabilidade
na biodisponibilidade e efeitos terapéuticos dos farmacos (EVANS et al., 2003).

Em geral, dois tipos de variantes genéticas sdo descritas: polimorfismos e
mutagfes. Mutacdes sdo geralmente definidas como alteracdes no DNA (&cido
desoxirribonucléico) que estdo associadas a doencga, ocorrendo em raros pacientes
(geralmente em menos de 1%). Polimorfismos, por outro lado, séo variagcbes comuns
no DNA que geralmente ocorrem em muito mais de 1% da populagdo estudada
(WEINSHILBOUM, 2003). A maioria dos polimorfismos ocorre em nucleotideos
individuais, sendo chamados de polimorfismos de um uUnico nucleotideo (do inglés
Single-Nucleotide Polymorphisms - SNPs). Outros polimorfismos ocorrem como
repeticdbes de dinucleotideos ou como grandes inser¢cdes ou delecdes. Alguns

destes polimorfismos ocorrem em regides codificantes dos genes, que podem ou
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ndao mudar o aminoacido codificado, outros ocorrem em regides nao codificantes,
mas podem modular a expresséo de genes individuais (WEINSHILBOUM, 2003).

A Glicoproteina P (P-gp) € codificada pelo gene MDR1, que foi
extensivamente estudado em funcdo do fendtipo relacionado a drogas
multirresistentes em certos canceres. Portanto, uma expressao constitutiva deste
transportador é normal em tecidos como no cérebro, nos tabulos renais, no intestino,
na placenta, nos ovérios e nos linfécitos, e tem um importante papel na disposi¢éo e
na resposta das drogas (TOZZI, 2010).

A heterogeneidade genética, associada aos SNPs do gene MDR1 tem
recebido significante atengdo como um potencial determinante da variabilidade na
disponibilidade e eficacia das drogas (CRESSEY, 2007).

A resposta a terapia antiretroviral tem sido estudada em relacdo os
polimorfismos do MDR1. A absorcao oral e a penetracdo nos tecidos dos ITRNNs
sao afetadas pelo transportador P-gp (CRESSEY, 2007). Fellay et al. encontraram
relacdo entre a expressdo de P-gp em células mononucleares periféricas em
pacientes HIV positivos e a resposta dos linfocitos CD4 ao tratamento. Pacientes
com a variante alélica 3435C>T no exon 26 do gene MDR1 tiveram um significativo
aumento das células CD4 apds 6 meses da terapia antiretroviral. Foi levantada a
hipotese de que este beneficio associado ao alelo T poderia resultar da aumentada
penetracdo na célula do antiretroviral e aumentada concentragdo dentro do linfécito
CD4. Além disso, tem sido demonstrado que o efeito da superexpressao da P-gp in
vitro nas ceélulas humanas resulta em reducdo da suscetibilidade da infeccdo pelo
HIV por afetar a fusdo e possivel liberagcéo viral (FELLAY et al., 2002; LEE et al.,

2000; SPECK et al., 2002).
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O presente estudo incluiu, de forma prospectiva, 81 individuos HIV positivos
que faziam tratamento triplo com 2 ITRN e 1 ITRNN, o Efavirenz, no CEMAS de
Santa Cruz do Sul no periodo de 2008 a 2010.

A construcdo metodoldgica deste estudo levou em consideracdo limitagdes
existentes e citadas nos estudos revisados, buscando superar algumas das
relatadas na literatura. Porém, persistiram dificuldades associadas a realidade dos
pacientes e das instituicbes, como o0 comparecimento dos pacientes para a
realizagdo dos exames nas 12 ou 24 semanas apoés inicio do tratamento,
necessidade de modificagdo da terapia antiretroviral ou associagdo de novos
medicamentos, ou mesmo questbes associadas as técnicas laboratoriais, como
inviabilidade do material genético para analise.

N&o foi encontrada relagédo significativa dos genoétipos dos polimorfismos de
MDR1 1236C>T, 2677G>T e 3435C>T com a queda da carga viral em 12 e 24
semanas de tratemento, mas em contrapartida, a contagem de células T CD4+ teve
um aumento significativo associado ao genétipo 3435TT em comparacdo com o
gendtipo 3435CC nas 12 e 24 semanas do tratamento incluindo Efavirenz. Nao foi
realizada a analise conjunta dos genoétipos e haplétipos uma vez que a literatura
relata que ndo apresentam efeito isolado no fenétipo. Isto foi visto por estudos que
relacionaram a carga viral e a contagem de células CD4+ nos polimorfismos
2677G>T e 3435C>T e observaram uma associa¢cdo mais frequente com o genotipo
3435TT, porém ndo significativa (WINZER et al. 2005, HASS et al., 2005). Felley et
al., em 80 pacientes com infeccdo pelo HIV sob tratamento com abacavir e
amprenavir ou abacavir, nelfinavir e saquinavir ou amprenavir encontrou um
aumento significativamente maior na contagem de células T CD4+ nos pacientes
com gendtipo 3435TT apos 3 e 6 meses do inicio do tratamento, e ndo houve

diferencas na queda da carga viral entre os genétipos TT, CT e CC (FELLEY et al.,
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2002). Foi sugerido nesse estudo que o alelo T (variante) poderia resultar emum
aumento na penetracdo do inibidor de protease nas células T CD4. Além de alterar a
concentracdo intracelular da droga, a superexpressao da P-gp in vitro demonstrou
reduzir a susceptibilidade de células CD4 a infeccao por HIV, afetando a fusao viral e
possivelmente a sua liberacéo (LEE et al., 2000; SPECK et al., 2002).

A importancia dos polimorfismos do gene MDR1 na resposta as drogas
antiretrovirais ainda esta pouco claro. O aumento do niumero de publicacdes sobre
este tema nos ultimos anos s6 confirma o amplo grau de interesse nessa area.

A resposta individual ao tratamento antiretroviral € um fenémeno complexo
qgue é influenciado por um grande nimero de variaveis biol6gicas. Novos estudos
sobre o papel dos polimorfismos do transportador MDR1 e enzimas envolvidas no
metabolismo de drogas sdo necessarios para elucidar o papel dos efeitos

farmacogenéticos na terapéutica para o HIV.
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3.2 Conclusao

Os resultados deste estudo permitiram as seguintes conclusfes de acordo com seus
objetivos:

* O padréo de diminuicao da carga viral foi similar para todos os pacientes apés
12 e 24 semanas de HAART incluindo Efavirenz. A reducéo da carga viral em
12 e 24 semanas nao se mostrou associada aos genotipos dos polimorfismos
1236C>T, 2677G>T e 3435C>T do gene MDRL1.

e O padrao do aumento das células T CD4+ foi similar para todos os pacientes
apos 12 e 24 semanas de HAART incluindo Efavirenz. O aumento no niumero
de células T CD4+ foi significativamente associado a presenca do alelo
3435T, sendo mais elevado nos homozigotos 3435TT, intermediario em
3435CT e menos elevado em 3435CC. O aumento das células T CD4+ ap0s
12 e 24 semanas de HAART incluindo Efavirenz ndo se mostrou associado

aos genotipos dos polimorfismos 1236C>T e 2677G>T do gene MDR1.
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APENDICE 1:

Numero do prontudrio: Protocolo N°

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Titulo do projeto: Andlise de polimorfismos present es no gene MDR e
correlacdo com a resposta terapéutica em pacientes HIV positivos: um estudo

farmacogenético.

Objetivos e relevancia do estudo:

Nem todos os pacientes quando tomam os remédios para o tratamento do
HIV voltam a sentir-se bem e pouco se conhece sobre o porqué isto acontece.
Pouco se sabe também sobre a epidemiologia do HIV em Santa Cruz do Sul. Por
este motivo, o estudo esta sendo realizado para avaliar epidemiologicamente a
populacdo em tratamento para HIV em Santa Cruz do Sul e para tentar descobrir se

existe algum fator genético relacionado com as diferencas na resposta terapéutica.

Procedimentos:

Os voluntéarios que decidiram participar da pesquisa serdo entrevistados para
responderem algumas questdes relacionadas a sua saude, seu peffil
socioecondmico, os fatores de risco que estdo associados aos adoecimento por
tuberculose, o consumo de bebidas alcodlicas e sintomas atuais. O voluntario sera
submetido a coleta de 10 mL de sangue que sera realizada na face anterior do
antebraco com agulha e seringa descartaveis na primeira consulta. Uma amostra de
sangue sera encaminhada para a realizagcdo dos testes genéticos e outra sera

encaminhada para os testes de carga viral e contagem de linfécitos T CD4 e CDS8.

Local de estudo :

Os procedimentos de coleta de sangue e entrevista serdo realizados no
CEMAS no municipio de santa Cruz de Sul, as analises genéticas serao realizadas
na UNICS e os testes imunolégicos e a carga viral serdo encaminhadas para

laboratério conveniado ao SUS.
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Riscos e desconfortos:

Os riscos e desconfortos aos participantes deste estudo sdo aqueles
associados aos procedimentos descritos acima. A coleta de sangue é de uma
pequena quantidade (10 mL) e por dificilmente causara algum mal estar geral, no
entanto podera haver dor no local da coleta e eventualmente um pequeno

hematoma.

Desisténcia na participacao de estudo:

A participacéo de cada individuo neste estudo é voluntaria, ou seja, quem nao
quiser participar do estudo esta livre para fazé-lo sem que haja qualquer perda no
atendimento. Se concordar em participar do estudo e mudar de idéia no decorrer do
mesmo, da mesma forma nao sofrera perdas relacionadas ao atendimento a que

tem direito.

Compensacéo financeira
N&do haverd nenhum pagamento aos pacientes que concordarem em
participar de pesquisa, bem como os participantes da pesquisa ndo terdo nenhum

custo adicional relacionado aos exames realizados.

Confidencialidade das informacdes

Toda a informacdo que sera fornecida pelos participantes do estudo eo
resultados dos exames realizados sera considerada confidencial e sera somente
conhecida pela equipe envolvida no estudo, isto €, ndo serd permitido o acesso a
terceiros. Todos os questionarios e matérias coletados serao identificados atraves de
um codigo criado na entrada do estudo, este cdédigo sera a unica identificacao
utlizada no banco de dados do estudo. Este banco de dados sera utilizado para a
analise dos dados e divulgacdo dos mesmos no meio cientifico.

Perguntas e duvidas relacionadas ao estudo

Este termo de consentimento explica de forma clara o estudo que esta sendo
proposto e convida os individuos a participar, no entanto se houver alguma duvida
estas poder ao ser esclarecidas pela equipe do estudo, através da Msc. Jane

Dagmar Pollo Renner em qualquer momento do estudo pelo telefone 3717-7399.

Autorizacao para estocagem de material bioldgico
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1. Permito que a minha amostra de sangue seja guardada para ser utilizada em
outra pesquisa, mediante protocolo de pesquisa autorizado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UNISC, ficando, no entanto livre para solicitar a destruicdo da mesma, a
qualquer momento, se assim desejar; (sem minha identificacdo e/ou mantendo
minha privacidade).

() Sim, permito.

() Nao permito que minha amostra seja utilizada em novos estudos.

( ) Desejo que minha amostra seja destruida, apdés o fim do presente
estudo.
2. Gostaria de ser comunicado de resultados que possam interessar-me

() Sim, gostaria.

() Nao gostaria de ser comunicado de novos resultados.
O significado da assinatura:

A sua assinatura abaixo significa que vocé entendeu a informacao que Ié foi
fornecida sobre o estudo e sobre este termo de consentimento. Se vocé assinar este
documento significa que vocé concorda em participar do estudo. Vocé recebera uma

copia deste termo de consentimento.

Assinatura do voluntario Data:

Assinatura do entrevistador Data:

Assinatura do coordenador do estudo Data:
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APENDICE 2: Questionario Epidemioldgico

Prontuéario N° Prot ocolo N°

Data da entrevista: Mé dico:

Nota: Toda a informagdo sera mantida sob estrita confidencialidade. Este
questionario sera guardado em arquivos fechados. Seu numero serd a Unica

conexao a informacéo coletada.

1. Origem (1) hospital (2) ambulatorio
2.
Nome:
3. Endereco:
4. Bairro:
5. Cidade: (1) Santa Cruz (2)Outra Telefone p/ contato

6. Renda familiar (1) Sem renda (2) 1 a 3 salarios minimos (3)de3 a5 (4)
mais de 5
7. Estado civil: (1) acompanhado (2) Nao acompanhado (99) IGN

8. Escolaridade: ( )analfabeto () serie do grau (99) IGN
9. Data de nascimento: I Numero de pessoas em
casa

10.Género: (1) masculino (2) femenino
11.Cor da pele: (1) branca (2) mulata (3) negra (4) amarela (5) parda (6) Outra

(99) IGN
12.Profisséao: (99) IGN
13.Tabagismo: (1) Sim (2) Nao (99) IGN

Cigarros por dia: (99) IGN

Ex-tabagista: (1) Sim (2) Nao (99) IGN
14. Uso de drogas: (1) Sim (2) Nao (99) IGN Qual:
15. Hepatopatias:
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Hepatite B (1) Sim (2)N&ao (99)IGN
Hepatite C (1) Sim (2)N&o (99)IGN
Cirrose (1) Sim (2)Na&o (99)IGN
16. Uso de corticéides ou imunodepressores (1) Sim  (2)Nao (99) IGN

17. Uso de anticoncepcional oral: (1) Sim (2) Nao (99) IGN

18. Diabetes Mellitos: (1) Sim (2) Nao (99) IGN
- uso de insulina? (1) Sim (2) Nao (99) IGN
19. Neoplasia maligna: (1) Sim (2) Nao (99) IGN
20. Insuficiéncia renal: (1) Sim (2) Nao (99) IGN
21. Desnutricéo (IMC<20): (1) Sim (2) Nao (99) IGN
Peso: Altura: IMC
22. Gravidez: (1) Sim (2) Nao (99) IGN
23. Presidiario: (1) Sim (2) Nao (99) IGN
24. Alcoolismo (critérios CAGE): (1) Sim (2) Nao (99) IGN

A) Qual o tipo de bebida o Sr(a) prefere?

( )cachaca ( )cerveja ( )vinho ( )whisky ( )outro ( ) nenhum

Caso o paciente admita o uso de qualquer bebida citada acima, responda as

perguntas, relacionadas com alcoolismo, abaixo:

B) O Sr(a) tem facilidade de fazer amizades? (1)
sim (2) Nao

C) Alguma vez sentiu que deveria diminuir a quantidade de bebida? (1)
sim (2) Nao

D) Alguém critica ou ja criticou seu modo de beber? (1) sim
(2) Nao

E) Costuma beber pela manha para diminuir o nervosismo ou a ressaca? ( 1)
sim (2) Nao

F) Sente-se culpado pela maneira que costuma beber? (1)
sim (2) Nao

Caso a reposta tenha sido sim para pelo menos 02 questbes, assinale
alcoolismo como positivo.

25. Internagdo hospitalar nos dltimos 2 anos: (1) Sim  (2) Ndo (99)IGN
26. Uso de antiretroviral: (1) sim (2) nao
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27. Antiretroviral em uso:

Se em uso, quais os efeitos colaterias:

Dor de cabeca
Insonia

28.0utros medicamentos:

29. CD4/CD8 antes da terapia

CD4/CD8 depois de 3 meses

CD4/CD8 depois de 6 meses

30. Carga viral antes da terapia

Carga viral depois de
terapia

Carga viral depois de
terapia

meses

meses

da

da
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ANEXO 1: Aprovacio do Comité de Etica da UNISC

EEC R
- AR
‘ III

; UN!\IERSIDADE DE SANTA CRUZ DO SUL

PRO—REITORIA DE PESQUISA E POS- GRADUACAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

~ Of. N° 385/08 1 - Santa Cruz do Sul, 03 de dezembro de 2008.

\

Senhor(a) Professor(a)
De acorcfo com a andlise dos. prOJetos de pesqmsa no que tange aos aspectos éticos

: polrmorﬁsmos presentes no gene MDR e corre{agao com a resposta terapéutica

em pacrentes HIV. posntlvos" APROVADO.
o pesquiéadores, dos documentos exigidos para submissao, bem como dos aspectos-éticos conforme

- nacional n® 196/96 que def' ine as diretrizes para a conducdo de pesquisas com seres humanos.
: Segue, em anexo, copla do parecer Qualsquer esclarecimentos poderdo ser obtidos Junto
ao CEP sala 603. ; : il

: Atenciosamehte_,

rdenador do CEP-UNISC.

~ Iimo(a). Sr(a). ;
: Prof (a): Jane—‘Dagmar Pollo Renner
Depto de Biologia e Farmacia

: mphcados na pesquisa, estamos encamlnhando para seu conhecimento o parecer do Comité de

Etica em Pesqmsa- referente a0 projeto sob sua coordenacao: 2215/08 —“Anallse de .

A andlise constituiu-se na observancia quanto ao cumprimento, por parte dos

direcionamento da Comissao Nacional de Etica na Pesquisa — CONEP, em acordo com a resolucao
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86



ScholarOne Manuseripts Page 1 of 1

\ Edit Accourt | Instructions & Forms | Log Out | Get Help Now

OLARONE™

vid

‘Main Menu + Author Dashboard -+ Submission Confirmation

You are logged in as JANE RENNER

Submission
Confirmation

Thank you for submitting your manuscript to Antiviral Therapy.

Manuscript ID:  AVT-10-0A-1772

Influence of the polymarphisms 1236C>T, 2677G>T and 3433C>T of the MDR1
Title: gene on the virclogical and immunalogical responses to treatment with efavirenz
of naive HIV-positive patients of Brazil

RENNER, JANE
Passuelo, Lia
Authors: Valim, Andréia
Carneira, Marcela
Schmitt, Virginia

Date Submitted: 03-Aug-2010

&) print D] Return to Dashboard

ScholarOne Manus.cl'ipts"M v4,3.0(patent #7,257,767 and #7,263,655), & ScholarOne, Inc., 2010. All Rights Reserved.
ScholarOne Manuscripts is a trademark of ScholarOne, Inc. ScholarOne is a registered trademark of ScholarOne, Inc.

m Follow ScholarOne on Twitter

87



ANEXO 3: Normas da revista Antiviral Therapy (na pagina seguinte)

88



Antiviral Therapy
Guidelines for preparation of manuscripts

EDITORIAL POLICY ..ot sssmns s smssssss s es s s srmmsn s s s masns s ssssms s anees O
B IS ettt s e e e e e ae e Ra R e AaEEeenat £na ARt A s An e nE e e n et nerme s e nn s e 3
Randomized controlled trials ... s s e e e 3
Observational StUAIES ...t r e e e e s s e s s s e 3

S STRMIATIC FRVIBWS <o e et eeers e e rme s e s e sae s se smme s eesemse£assneame s e camteessnensensannansamaeenee 4

SUBMISSION CATEGORIES.........coe e e ssnr e B
L0 T =T T T OSSN 4
L0 T oty =T T T S 4
T8 T T T =Y =TT o OSSR 4
Lo T TT o= T T AT =TSRSS 4
REVIBW AITICIES <. et ee e e e e e eaeessnesme s seesmtes emae s ansaneemanenee 4

SOOIt COMMUNICALION. ..ot cecre e rrrr e sss e srr s ans ss e e sesas nsnar e nssanesnrsan smns amsamns sasamnsamssenn anssmmnanes 5

MANUSCRIPT FORMAT ... s sssssssnssassss s 9

Corresponding author details ... e e e s e s er s ans rmr e sen e snmame s emen e sma e 5
LT Lo T = N 1T = S 6
£ e T =T BT T £ T 6

= T T 0 OSSR 6
Methods e B

ACKNOWIBAGEIMEMTS ..o et et s s s e s e e s s e e sseassneame s seesmtses nesseenasnansamanenes 6
DiISCIOSUNE STALEIMENT ... et e e ee vt e e e s an sas e aes s esnms e nsane s assam e smne aenamnsemnamnsamssans msemmnanen 6

L o = 5 T OSSN
Standard JOUN@T ArCIE ...t et e e e e e e e e neeneaean
More than six authors ...
Translated journal title
Book ..o
Chapter I @ DOOK




MEDICAIL
PRESS

eI
Prescribing INformation
Patents
L] = = T = SN
T A S
U S e e e

SUpPlEMENtary MATEIIAL. ... et e e e e e e e e es s ae e me s s me s aa e e e e ens £ e ermmrnanenraeenns

GENERAL POINTS ON MANUSCRIPT PREPARATION......ccooeriereremreeeeenen
UG MAMIES oo eeeee oo eessssmssssssseses s oo e s s oo oo e o
SPIIING c.v11eueve e sesseeseeeessvsssssssesssss s e 5145855 R RS540 555 R
UNItS OF MEASUIEMENT ..oo....eeeveooeeeeeseeessssoeeeeeeeeeeesoeeesssssssss s sessesesseessseeeessssessssssmmmssssesessseseresseees oo

Abbreviations and SYMDBOIS .
COPYRIGHT ASSIGNMENT ...ceeriiiimneriserane s s ssas s sss s s nsssnan e

N~~~

o~ =~

90



MEDICA]
"RESS

Antiviral Therapy
Guidelines for preparation of manuscripts

EDITORIAL POLICY
Antiviral Therapy welcomes the submission of high-quality research on the clinical development
and use of antiviral agents and vaccines, and the treatment of all virus diseases.

Manuscripts submitted to Anfiviral Therapy are considered for publication on the understanding
that the work contained therein has not been submitted simultaneously to another journal. Copies
of related manuscripts submitted elsewhere or in press should accompany the submitted
manuscript.

All submissions must be accompanied by a covering letter (a letter template is available on the
online submission website), signed by all the authors (or the corresponding author on behalf of all
others) stating that all authors have contributed to the paper and are familiar with the contents of
the final draft, and that all authors meet the criteria for authorship as established by the
International Committee of Medical Journal Editors. The letter should also state whether any
author has any conflict of interest. You must declare sources of funding, any influence the funding
source may have had on the analysis and reporting of the results and any related interest in the
Acknowledgements section. lllustrations and other material obtained from other sources must be
acknowledged and permission for reproduction must be obtained from the publisher.

All manuscripts should be submitted via the online submission site. Manuscripts should not be
submitted via e-mail or post.

Papers will be peer reviewed and assessed statistically before acceptance. Priority and time of
publication of accepted material will be decided by the editors. The editors retain the right to
shorten material accepted for publication. This can include subediting the text for style. The
editors endorse the quidelines on good publication practice from the Committee on Publication
Ethics (COPE).

Ethics

Papers based on clinical investigation must conform to ethical standards as set out in the
Declaration of Helsinki. Reports describing data obtained from experiments performed in animals
must clearly indicate that humane standards were adhered to.

For experiments on isolated tissues the paper must indicate precisely how the donor tissue was
obtained. The NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National Institutes of
Health Publications) gives guidelines for the acquisition and care of animals.

Randomized controlled trials

Authors are requested to report these in accordance with the CONSORT (Consolidated
Standards of Reporting Trials) statement (Hopewell S, ef al. 2008 PLoS Med 5(1): e20
doiz10.137 1/journal.pmed.0050020). This ensures that enough information is provided for editors,
peer reviewers and readers to see how the study was performed and to judge whether the
findings are likely to be reliable. For behavioural and public health evaluations involving non-
randomized designs, authors should include with their submission a complete checklist from the
TREND statement.

Observational studies
QObservational studies (cohort, case-control or cross-sectional designs) should be reported
according to the STROBE recommendations (see www strobe-statement.org).
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Systematic reviews

Authors are requested to report these in accordance with the QUOROM (Quality of Reporting of
Meta-analyses) statement (Lancef 1999; 354:1896-1900) and the Cochrane Collaboration
quidelines. When conducting any literature review, it is important that there is complete
transparency concerning the choice of material included. All literature reviews must therefore
contain a brief section entitled Search strategy and selection criteria. This should state clearly the
sources (databases, journals, or book reference lists, etc) of the material covered and the criteria
used to include or exclude studies; for example, English language only or studies conducted after
a specific date.

SUBMISSION CATEGORIES

Case reports

1,500 words <20 references <3 display items
A case report should cover the details of an unusual case or any case that warrants discussion in
the journal. However, case reports can be published as an article if the editor feels that the author
has adequately extended the report into a topic discussion that meets the criteria for an article, or
if the case report itself is used as an example of a point in the author's article.

Correspondence

1,000 words <15 references
The correspondence section is for letters that are addressing issues or exchanging views on
topics arising from published articles in Antiviral Therapy. Correspondence should not exceed
1,000 words.

Meeting report

1,500 words <20 references
Antiviral Therapy encourages submissions on written reports from relevant and recent workshops
and conferences. An abstract is not required.

Original articles
<4,000 words <50 references <5 display items

Review articles

3,000-5,000 words <100 references <5 display items
Reviews are usually commissioned, but unsolicited reviews may occasionally be considered.
Articles will be assessed in-house and those considered suitable will be peer reviewed before an
editorial decision is made. Reviews should either be definitive overviews of a major topic
connected with antiviral therapies or updates of knowledge in a somewhat narrower field of
current interest. The word count will depend on the breadth of the topic. All reviews should be
prefaced by a summary of 100-120 words. The summary is important: it should contain sufficient
information for the reader to be able to appreciate the relevance of the full article when read
alone. Summaries are used by abstracting services and many users of these services read only
the summary. It should include background information and specific examples of recent
advances. References should not be included and abbreviations should be avoided as far as
possible in the summary. References selected for publication in the article should be chosen for
their importance, ease of access, and for the “further reading’ opportunities they provide. Antiviral
Therapy welcomes systematic reviews (see Systematic reviews, above).
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Shert communication

1,500 words <20 references <3 display items
Onriginal research findings that do not require a full paper, but are completed studies, may be
submitted as a short communication. All short communications should contain an introduction,
methods, results and discussion section.

MANUSCRIPT FORMAT

Manuscripts should be prepared in accordance with 'Uniform Reguirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Jounals' (International Committee of Medical Journal Editors).

All manuscripts should be submitted using editable files; manuscripts will be converted to PDFs
for peer review. No page charges will be made for standard text, diagrams and black & white
photographs. The use of colour figures will incur a page charge, due to the additional printing
costs involved.

The manuscript should contain the following:
= Title
+  Authors
+ Corresponding author details

* Running head
= Structured abstract

* Introduction

= Methods

* Results

* Discussion

* Acknowledgements

= Disclosure statement

= References

+ Display items (optional)

* Supplementary maternial (optional)

Title
Use of abbreviations should be avoided in the title and it should not exceed three typeset lines
(~150 characters, including spaces).

Authors

Forenames and brief addresses should be included. If an author's current affiliation address
differs from the one at which the research was conducted this may also be indicated. Authors
(including members of study groups, working group and the like) included in the byline must
satisfy the criteria of authorship given by the International Committee of Medical Journal Editors.
All individuals who qualify for authorship must be included.

A multicentre group can be credited with sole authorship; however, the group must identify and
include in their manuscript a corresponding author on the title page and the principle investigators
who accept direct responsibility for the manuscript in a separate section before the references.
These principle investigators should fully meet the critenia for authorship defined by the
International Committee of Medical Journal Editors and be willing to complete relevant journal-
specific forms on behalf of the group. A full membership list will be published as an additional file.

Corresponding author details
Name, address, telephone and fax numbers, and e-mail address should be supplied. Unless
instructed otherwise the editorial office will send page proofs of the article to this e-mail address.
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Running head
A running header of up to 75 characters should be supplied. This will appear at the top of each
right-hand page.

Structured abstract

The headings Background, Methods, Results, Conclusions should be used. The abstract must
not exceed 250 words. All abbreviations should be defined at first mention. References and
display item citations must not appear in the abstract, and the abstract must be clear and
comprehensible in its own right.

Main text

Methods

The supplier (with brief address e g. town, state and country) must be given for all laboratory
equipment and materials.

Acknowledgements

Acknowledgements should be made to those, not including the authors, who have made a
substantial contribution to the study. Authors are responsible for obtaining written permission from
people acknowledged by name in case readers infer their endorsement of data and conclusions.

Details of sources of funding, editorial support and previous presentation of should be placed in
this section, when appropriate. A summary of the role of each author on a collaborative paper
may also be included.

Disclosure statement
All conflicts on interest relevant to the article should be disclosed in this section. If there are no
conflicts of interest, a sentence to this effect should be included.

References

The accuracy of references is essential and this remains the responsibility of the author. As
formatting information (italics, special characters and subscript and superscript text) is often lost
on PubMed and other websites, the original versions should be consulted. References must be
cited numerically by order of appearance in the text and listed in the bibliography. References
should be cited in square brackets, for example, [3] or [1,3-5]. The manuscript bibliography must
present full references in the formats given below.

In the full list of references give the names and initials of all authors. If there are more than six,
cite only the first three, followed by et al. The authors' names are followed by the title of the
article, the title of the journal (italics) abbreviated according to the style of Index Medicus, the year
of publication; the volume number (in bold) and the first and last page numbers in full followed by
a full stop. Titles of books should be followed by the city of publication, the publisher, the year and
inclusive page numbers. See the following examples:

Standard journal article

1. Bar S, Alizon M. Role of the ectodomain of the gp41 transmembrane envelope protein of
human immunodeficiency virus type 1 in late steps of the membrane fusion process. J Virol 2004
78:811-820.

More than six authors

2. Hirsch MS, Brun-Vézinet F, Clotet B, et al. Antiretroviral drug resistance testing in adults
infected with human immunodeficiency virus type 1: 2003 recommendations of an International
AIDS Society-USA Panel. Clin Infect Dis 2003; 37:113-128.
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Translated journal title

3. Schafer W. Vergleichende sero-immunologische Untersuchungen Gber die Viren der
Influenza und klassichen Gefliigelpest [Comparative sero-immunological investigations on the
viruses of influenza and classical fowl plague]. Zeitschrift fur Naturforschung 1955; 10b:81-91.
German.

Book
4. Glantz SA. Primer of Biostatistics. 3rd edn. New York: McGraw-Hill 1997; pp. 440.

Chapter in a book

5. Jilbert AR, Burrell CJ, Triatni M, Kann M. Hepatitis B virus replication. In Human Virus
Guide: Hepatitis B Virus. Edited by CL Lai and S Locarnini. London: International Medical Press;
2002 pp.43-53.

Abstract

6. Torriani F, Rockstroh J, Rodriguez-Torres M, et al. Final results of APRICOT: a
randomized, partially blinded, international trial evaluating peginterferon-alfa-2a + ribavirin vs.
interferon-alfa-2a + ribavirin in the treatment of HCV in HIV/HCV co-infection. 171th Conference on
Retroviruses & Opportunistic Infections. 8—11 February 2004, San Francisco, CA, USA. Abstract
112.

Website

T. Panel on Antiretroviral Guidelines for Adult and Adolescents. Guidelines faor the use of
antiretroviral agents in HIV-1-infected adults and adolescents. Department of Health and Human
Services (Updated 10 October 2006. Accessed 3 August 2007 ) Available from
http:/faidsinfo.nih.gov/contentfiles/Adultand AdolescentGL pdf

Prescribing information

8. Viread (tenofovir disoproxil fumarate). Package insert 2005. Gilead Sciences, Foster City,
CA, USA.

Patents

9. Hurst DN, Jones PS, Parkes KEB, Parratt MJ, Wilson FX, inventors; Hoffmann-La Roche

Inc_, assignee. Inhibitors of HPV E1 helicase enzyme. United State patent US 6703387. 2004
March 9.

Display items

References to figures and tables should be made in order of appearance in the text and should
be in Arabic numerals in parentheses, e.g. (Figure 2). Any abbreviation used in a figure or table
must be defined, even if it has already been defined in the main text. Units should be stated after
a comma, for example Time, years’ or HCV RNA, logqp copies/ml’.

If a figure or table has been published befare, in total or in part, the original source must be
acknowledged and written permission from the copyright holder for both print and electronic
formats should be submitted with the material. It is the responsibility of the author to obtain this
permission, and failure to do so may delay publication. Permission is required regardless of
authorship or publisher, except for documents in the public domain.

Tables

Create tables using the table editor of a word processing package. Do not embed tables as
images in the manuscript file or upload tables in image or PDF formats. Each piece of data needs
to be contained in its own cell in the table. Vertical rules should not be used. Avoid creating tables
using spaces or tabs. Do not align cells with hard returns or extra spaces. Furthermore, no cell
should contain a hard return or tab. Although individual empty cells are acceptable, be sure there
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are no empty columns. Tables should not be split into separate sections and should not exceed
one typeset page in size.

Each table should be assigned an Arabic numeral and a brief title_ Identify all statistical
measures, along with all units. Place explanatory matter in footnotes, not in the heading or within

the table. The footnote symbols used in the journal are 2, %, ©,“ ¢ "and so on.

Please note, accepted manuscripts not following these table guidelines must be retyped during
the editing process, which may result in delays and opportunities for error.

Figures

Figures may be reduced, cropped or omitted at the discretion of the editor. Colour illustrations are
acceptable, but authors will be expected to cover the extra reproduction costs (for current
charges, contact the publisher). Chemical schemes should be supplied as standard figures and
be called figures. Where a figure has several parts these should be labelled with upper-case
letters. No lettering should be placed directly over images. Amino acid sequences should be
given in Courier or a similar monospaced font.

For ease of review, clear, complete figures should be submitted in jpg or pdf.

Should the article be accepted for publication, the authors should be ready to supply print-quality
images in cases of electron micrographs, images of blots and gels, computer-generated protein
structures and the like. This will ideally be in .eps format for computer-generated images (all
programs have the facility to print to an _eps file) or _tif format for photographic images. Images
intended to be printed across the width of one column should be a minimum of 600 pixels (5 cm
wide at 300 dpi) in width. Those intended to occupy two columns should be a minimum of 1,300
pixels (11 cm at 300 dpi) in width. It is also worth remembering that RGB colour profile figures will
necessarily be converted to CMYK for printing — therefore if possible authors should supply
figures as CMYK, to ensure that the alteration in colour is satisfactory.

Graphs, schemes and simple diagrams will be redrawn by in-house illustrators so the initially
submitted images will usually be sufficient.

Supplementary material

Supplementary online data can be published as part of the online journal. It should be referred to
within the text. Lists of members of study groups and the like can also be incorporated into the
supplementary material. Supplementary material will be reproduced as submitted and will not be
subedited or styled by the editorial office.

GENERAL POINTS ON MANUSCRIPT PREPARATION

Drug names
International non-proprietary names for drugs should be used throughout the text.

Spelling
Spelling should follow the Oxford English Dictionary.

Units of measurement
Sl units of measurement should be used wherever applicable. Temperatures should be given in
degrees Celsius. Blood pressures should be given in milimetres of mercury.

Abbreviations and symbols

The full term for which an abbreviation stands should precede its first use in the text unless it is a
standard unit of measurement. Abbreviations which have been defined in the abstract must be
defined again at first mention in the main text. Abbreviations should only be used when helpful to
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the reader, as an improvement in clarity. As a guideline, use abbreviations for terms appearing

three or mare times in the article. Use only standard abbreviations. Avoid abbreviations in the title
and abstract. All abbreviations must be redefined in each table and figure in which they are used.

PROOFS

Page proofs of articles will be sent to the corresponding author shortly before publication and
these should be corrected and returned within 2 days. For this reason please ensure that the e-
mail address supplied is checked regularly. Only corrections and essential changes should be
made and the cost of additional changes will be charged to the authors. However, in some cases
information that has become available since acceptance of the manuscript may be included as an
addendum in proof. This is at the discretion of the editors. The editors reserve the right to make
minor modifications to the manuscripts. Material changes will be submitted to the authors for
approval at the proof stage.

COPYRIGHT ASSIGNMENT

To facilitate effective dissemination of the article, copyright must be transferred to the publisher
before publication. Copyright assignment forms are available from the editorial office, but will
usually be supplied with the page proofs of the article.

OFFPRINTS

The corresponding author of each published article may obtain a PDF of the final version of the
article from the editorial office. Authors can purchase offprints at reduced rates and a form will be
sent along with the page proofs.

EDITORIAL OFFICE

International Medical Press

36 St Mary at Hill

London

EC3R 8DU

UK

Tel: +44 (0) 20 7398 0700

Fax:  +44 (0) 20 7398 0701
E-mail: info@intmedpress.com
Web: htip/fiwww _intmedpress_com
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