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Résumé

Contexte : L’infection a VIH demeure un probléme majeur de santé publique avec 2.1
millions de personnes nouvellement infectées en 2015, dont 150 000 enfants infectés pour la
plupart en périnatal. En vue d'éradiquer les nouvelles infections, ’OMS recommande depuis
2012 que toute personne infectée par le VIH soit sous thérapie antirétrovirale (TAR) (concept
de « traitement a titre de prévention »). Il en résulte que la majorité des femmes sont
actuellement déja sous TAR au moment de la conception et en début de grossesse alors
qu’auparavant, celle-ci n’était souvent initiée qu’au deuxiéme trimestre de grossesse. Or,
quelques études ont montré que la TAR a été associée a des complications périnatales comme
I'accouchement prématuré ou le faible poids des nouveau-nés a la naissance, et ce
particulierement pour les ARV a base d’inhibiteur de protéase (PI). Ces complications seraient
liées a un dysfonctionnement du placenta, notamment a des anomalies de 1’invasion

trophoblastique.

Objectif : Le but de ce mémoire est d’analyser 1’association entre 1’exposition a la

TAR et le fonctionnement du placenta chez les femmes enceintes.

Méthodes : L’¢tude a porté¢ sur les données provenant de femmes enceintes vivant
avec le VIH recrutées entre janvier 2003 et décembre 2016 dans les cohortes du CHU Sainte-
Justine (Montréal) et du BC Women's Hospital (Vancouver). La fonction placentaire a été
¢valuée par le dosage de biomarqueurs utilisés dans le cadre du dépistage des aneuploidies (la
gonadotrophine chorionique humaine libre - B-hCG libre, la protéine plasmatique placentaire
de type A - PAPP-A, l'alpha-foetoprotéine - AFP, de l'eestriol non conjugué - uE3, la
gonadotrophine chorionique humaine - hCG et l'inhibine-A) et par le dosage de facteurs
angiogéniques utilisés dans le dépistage de prééclampsie (PIGF et sFlt-1) au premier et au
deuxiéme trimestre de la grossesse. Le dosage de PIGF et de sFItl a été effectu¢é comme une
¢tude pilote exploratoire sur un sous-groupe des échantillons stockés dans la banque
biologique du CMIS. Les niveaux des différents biomarqueurs (aprés une transformation
logarithmique) ont été comparés en fonction 1) des types de TAR, 2) de la durée d’exposition

a la TAR et 3) du moment d’initiation de la TAR a 1’aide de régressions linéaires multivariées



et d’équations d’estimation généralisée (linéaires) avec un ajustement pour les variables de

confusion.

Résultats : Apres ajustement pour les variables de contréle suivantes : race, age
maternel, age gestationnel, indice de masse corporelle, parité, tabagisme et sexe du feetus, les
femmes sous TAR, a base d’IP ou non, ont eu une augmentation significative du niveau
d’AFP (respectivement = 0.139; IC 95% = [0.055-0.223] et B= 0.141; IC 95% = [0.043-
0.239]) en comparaison aux femmes qui ne regoivent aucun traitement. Cependant, on ne
retrouve aucune autre association significative entre le type de TAR - qu’elle soit a base d’IP
ou non - et le niveau de PAPP-A, de B-hCG libre, d’cestriol, d’hCG totale, d’inhibine A, de
PIGF et de sFlt-1. Aucune association significative n’a ét¢é montrée non plus entre la
concentration sérique des biomarqueurs et la durée d’exposition a la TAR ou le moment

d’initiation de la TAR.

Conclusion : Cette étude suggere que la concentration sérique des biomarqueurs du
dépistage de la prééclampsie et des biomarqueurs du dépistage des aneuploidies ne semble pas
étre significativement altérée par la TAR sauf ’AFP qui augmente en cas d’exposition a une
TAR quel que soit le type (avec IP ou non). Ces données paraissent dans 1’ensemble
rassurantes pour ce qui est des conséquences de l’utilisation précoce de la TAR pendant la

Zrosscsse.

Mots-clés : VIH, grossesse, thérapie antirétrovirale, fonction placentaire, PAPP-A, B-hCG
libre, AFP, oestriol non conjugué, hCG total, inhibine-A, PIGF, sFlt-1
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Abstract

Background: HIV infection remains a major public health problem with 2.1 million
people newly infected in 2015, including 150,000 children infected mostly in perinatal. With a
view to eradicating new infections, since 2012, WHO has recommended that anyone infected
with HIV should be on antiretroviral therapy (ART) (concept of "treatment as prevention"). As
a result, the majority of HIV-infected women are already on ART at the time of conception
and earlier in pregnancy, whereas previously it was mainly initiated in the second trimester of
pregnancy. However, some studies have shown an association between the use of ART during
pregnancy and perinatal complications (such as premature delivery, low birth weight infants),
particularly with protease inhibitor (PI)-based therapies, which could be explained through a

role in placental dysfunction.

Objective: The aim of this thesis is to measure the association between exposure to

ART and placental function in pregnant women.

Methods: Clinical and biological data from pregnant women living with HIV recruited
between January 2003 and December 2016 in the cohorts of CHU Sainte-Justine (Montreal)
and BC Women's Hospital (Vancouver) were used in this study. Placental function was
evaluated by the assay of biomarkers used for aneuploidy screening (free human chorionic
gonadotropin-free B-hCG, placental plasma protein type A-PAPP-A, alpha-fetoprotein - AFP,
unconjugated estriol - uE3, human chorionic gonadotropin - hCG and inhibin-A) and by the
assay of angiogenic factors used in preeclampsia screening (PIGF and sFlt-1) in the first and
second trimester of pregnancy. The PIGF and sFItl assay was performed as an exploratory
pilot study on a subset of serum samples stored in the biobank of CHU Sainte-Justine. Each
biomarker level (after logarithmic transformation) was compared according to 1) the class of
ART and 2) the duration of ART exposure, 3) the time of initiation of ART, using multivariate

linear regressions and linear generalized estimating equations adjusted for confounding bias.

Results: After adjusting for control variables including race, maternal age, gestational
age, body mass index, parity, smoking and sex of the fetus, women receiving ART (whether

PI or another class) had significantly increased AFP levels (B = 0.139, 95% CI =[0.055-0.223]

il



and B = 0.141, 95% CI = [0.043-0.239] respectively) compared to women who received no
treatment. However, there were no significant association between ART type, whether IP-
based or not, and the level of PAPP-A, free B-hCG, estriol, total hCG, inhibin A, PIGF and
sFlt-1. No significant association was shown between serum biomarker concentration and

duration of ART exposure or the time of ART initiation.

Conclusion: That study suggests that serum concentration of angiogenic factor and
aneuploidy screening biomarkers does not appear to be significantly affected by ART, except
for AFP, which increases with exposure to ART regardless of the type (whether PI or other).

These observations seem reassuring when considering the use of ART during early pregnancy.

Keywords : HIV, pregnancy, antiretroviral therapy, placental function, PAPP-A, free B-hCG,
AFP, unconjucated estriol, total hCG, inhibin-A, PIGF, sFlt-1
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1 Introduction

A la fin de 2015, 36.7 millions de personnes vivaient avec le VIH dans le monde et
environ 2.1 millions de personnes ont ét¢ nouvellement infectées dont 150 000 enfants qui ont,
pour la plupart été infectés en périnatal (1). En effet, dans le monde, les femmes en age de
procréer sont de plus en plus représentées parmi les nouvelles infections; les femmes agées de
15 a 24 ans constituent 20 % des nouvelles infections chez les adultes, alors qu'elles ne
représentent que 11 % de la population adulte vivant avec le VIH (1). Quant au Canada, qui
figure parmi les pays ayant une faible prévalence générale du VIH, I’épidémie est plutot
concentrée au sein de populations ciblées comme les hommes ayant des relations sexuelles
avec les hommes, les personnes provenant de pays ou le VIH est endémique ou les
Autochtones (2). A la fin de 2014, environ 75 500 Canadiens vivaient avec le VIH. Le nombre
de nouvelles infections au VIH au Canada a été estimé a 2 570 (étendue de I’incertitude : 1

940 a 3 200) en 2014 (3).

Les femmes vivant avec le VIH en age de procréer ont le désir d'avoir des enfants en
dépit de leur infection (4). La thérapie antirétrovirale (TAR) réduit le risque de transmission
du VIH de la mére a ’enfant a 1-2 % alors qu’il est de 15 a 40% en absence de toute
intervention (5). Elle améliore ¢galement leur état de santé, leur qualité de vie et prolonge leur

espérance de vie, conduisant de plus en plus les femmes vivant avec le VIH a concevoir (4, 6).

L'infection maternelle a VIH a été associée a un risque accru de complications
périnatales, comme la mortinaissance, le retard de croissance intra-utérin (RCIU), et
I'accouchement prématuré (7, 8). Le risque de complications a diminué depuis I’avénement
des premieres TAR. Cependant, des études ont montré chez les femmes vivant avec le VIH, un
rebond inattendu des issues de grossesse défavorables depuis les années 2000, qui pourrait étre
lié au type de TAR pendant la grossesse, les régimes a base d’inhibiteurs de protéases (IP)
¢tant les plus incriminés (9-13). D’ou la préoccupation concernant 1I’impact de la TAR malgré

son efficacité avérée dans la réduction de la transmission périnatale.



Par ailleurs, suite aux recommandations actuelles, la TAR est démarrée t6t durant la
grossesse (14) et un important effort est fait afin de mettre tous les adultes vivant avec le VIH
sous traitement (15). En effet, pour atteindre son objectif d’éradiquer toute nouvelle infection
d’ici 2030, ’OMS a institué une politique de prévention basée sur la TAR qui recommande de
démarrer la TAR pour toutes les personnes porteuses du virus peu importe le niveau de CD4,
ce qui contribuera a une baisse significative de sa transmission (16). Il en a résulté que la
plupart des femmes vivant avec le VIH sont déja sous TAR au moment de la conception et en
début de grossesse alors qu’auparavant la TAR n’était initiée souvent qu’au deuxieéme
trimestre de grossesse (17). De plus, les TAR de premiére ligne pendant la grossesse ont été
¢largies pour inclure de nouvelles classes d’antiviraux, par exemple les inhibiteurs de
I’intégrase (18, 19). Cette évolution de la situation nécessite la conduite de nouvelles études

sur I'impact du type de TAR et de la durée d'exposition a la TAR en grossesse.

Bien que des études aient montré une association entre certains types de TAR et les
issues périnatales défavorables, les mécanismes physiopathologiques sous-jacents sont
inconnus, mais un dysfonctionnement placentaire est suspecté. En effet, dans plusieurs études,
la prééclampsie a été associée a une exposition a la TAR pendant la grossesse (20-22). Les
mécanismes proposés relevent largement de certains types de lésions placentaires liées au
VIH, des effets de la TAR sur le fonctionnement des trophoblastes et de 1'immunoactivation
(23-26). Tous ces mécanismes pourraient conduire a une insuffisance placentaire et a un risque

accru d’issues périnatales défavorables.



2 Revue de la littérature

2.1 VIH et grossesse

2.1.1 Situation au Canada

Au cours de I’avant-derni¢re décennie, le taux d'infection par le VIH chez les femmes
au Canada n'a cessé de croitre, augmentant de 23 % depuis 2002 (27) . Au cours de la derniere
décennie, le nombre de nouvelles infections par le VIH chez les femmes est demeuré stable,
avec environ 22-24% de tous les cas signalés (28). La plupart des femmes ont été contaminées
par voie hétérosexuelle (63,5 %); un peu plus du tiers des femmes étaient afro-américaines
(36,5 %), suivies par les femmes autochtones (36,2 %) et caucasiennes (21,0 %).
L'amélioration de l'espérance de vie et de la qualité de vie des femmes vivant avec le VIH
associée a une transmission périnatale réduite a conduit de nombreuses femmes a envisager de
devenir enceintes (29). Ces facteurs ont probablement conduit a I'augmentation du nombre de
grossesses chez les femmes vivant avec le VIH au cours de la dernieére décennie. Au Canada,
les données des grossesses chez les femmes vivant avec le VIH sont collectées par le
Programme Canadien de Surveillance Périnatale du VIH (Canadian Perinatal HIV
Surveillance Program - CPHSP), financé par I'Agence de la santé publique du Canada. Son
rapport annuel de 2016 indique que 263 enfants sont nés de femmes vivant avec le VIH au
Canada cette année-1a. La quasi-totalité (96,2 %) avait recu une TAR pendant la grossesse.
Des 263 nourrissons exposés a une transmission périnatale nés en 2016, seul un cas de

transmission du VIH a été confirmé et ce dans un contexte d’absence de TAR périnatale (28).

2.1.2 Transmission périnatale

En I’absence de TAR, la probabilit¢ de transmission périnatale du VIH est de 1’ordre

de 15 a 40%. La transmission a lieu principalement en fin de grossesse, autour de



I’accouchement et au cours de I’allaitement (30). Dans les études africaines, le risque de
transmission est doublé chez les enfants allaités au sein (31). L’utilisation de la TAR, la
possibilité d'une césarienne (comme indiqué par les directives actuelles sur la grossesse et le
VIH) et l'absence d'allaitement maternel ont réduit les risques de transmission périnatale du

VIH a moins de 1% (32).

2.1.3 TAR durant la grossesse

D’aprés les recommandations de la société des obstétriciens et gynécologues du
Canada datant de 2014, 1’administration d’'une TAR est indiquée pour toutes les femmes
enceintes vivant avec le VIH (peu importe leur charge virale ou leur niveau de CD4), pour leur
propre santé, pour la prévention de la transmission du VIH a un partenaire et pour la

prévention de la transmission périnatale (14).

Les antirétroviraux sont des médicaments actifs sur les rétrovirus, utilisés dans le
traitement de I’infection a VIH. Ils ont été concus pour bloquer les différentes étapes de la
multiplication du virus dans les cellules infectées ou pour réduire sa capacité a infecter de
nouveaux lymphocytes ou cellules CD4+ (33). Il existe actuellement six classes de

médicaments anti-VIH, avec des mécanismes d’action différents (33) :

- Les inhibiteurs nucléosidiques (INTI), les inhibiteurs nucléotidiques (IntTT),
ainsi que les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) bloquent

I’activité de la transcriptase inverse virale.

- Les inhibiteurs d’intégrase (IIN) empéchent [D’intégration de 1’acide

désoxyribonucléique (ADN) proviral dans I’ADN cellulaire en bloquant I’intégrase virale.
- Les inhibiteurs de protéase (IP) bloquent 1’activité de la protéase virale.

- Les inhibiteurs de fusion (IF) et les antagonistes du récepteur CCRS (anti-

CCRS5) s’opposent a I’infestation de nouvelles cellules saines.



Plusieurs schémas thérapeutiques composés d’au moins 3 molécules d’antirétroviraux
sont utilisés. Le régime privilégié chez les femmes enceintes est une trithérapie composée de 2
INTT et 1 IP boosté (14). Les derniéres recommandations américaines proposent de plus

I’association de 2 INTI a un IIN dans les traitements de premicre intention (34).

2.1.4 TAR et issues périnatales

De nombreuses études de cohorte ont observé un risque accru d'issue défavorable de la
grossesse, comme l'accouchement prématuré (accouchement avant la 37° semaine de
gestation), le faible poids a la naissance (<2500 g) et le RCIU (poids de naissance <10° centile
attendu pour 1'age gestationnel) associé a I’utilisation de la TAR. L'exposition a la TAR durant
la grossesse, plus particulierement aux IP, qu’elle soit initiée avant ou pendant la grossesse,
était associée a ces issues (9-13, 35). Cependant, ce constat demeure sans explication
physiopathologique. Des données suggérant une association potentielle entre la survenue des
troubles hypertensifs de la grossesse plus particulierement la prééclampsie et 1’infection a VIH
et/ou la TAR ont également été rapportées (36-38). Un résumé des données publiées sur la

TAR et les issues périnatales indésirables est présenté dans le tableau 1 en annexe (39).

2.2 Placenta

Le placenta est un organe situé a I’interface entre la mére et le feetus, permettant les
échanges gazeux et nutritifs pour assurer la croissance et le développement du feetus. Il est un

¢lément indispensable pour le déroulement normal de la grossesse (40).

2.2.1 Fonction placentaire

Les principales fonctions du placenta peuvent étre classées en différentes catégories :
transport et métabolisme, protection et fonction endocrinienne. Le placenta agit pour fournir

de l'oxygene, de l'eau, des glucides, des acides aminés, des lipides, des vitamines, des



minéraux et d'autres nutriments au fcetus, tout en éliminant le dioxyde de carbone et les autres
déchets. Il métabolise un certain nombre de substances et peut libérer des produits
métaboliques dans les circulations maternelles et / ou feetales. Il peut aider a protéger le feetus
contre certaines molécules xénobiotiques, infections et maladies maternelles. Il libére
¢galement des hormones stéroidiennes et peptidiques dans les circulations maternelles et
feetales pouvant affecter la grossesse, le métabolisme, la croissance feetale, I’accouchement et
d'autres fonctions (41). De cette fagon, le placenta assume progressivement et temporairement
les fonctions éventuelles des poumons feetaux (échange gazeux), du tractus gastro-intestinal
(assimilation des nutriments) et des reins (régulation du volume liquidien et élimination des

déchets) pendant le développement de ces organes (42).

Un dysfonctionnement placentaire peut étre responsable de pathologies maternelles ou
feetales séveéres comme la prééclampsie, le RCIU, le décollement placentaire et la mort feetale

in utero (40, 43). Ces pathologies peuvent conduire a un accouchement prématuré (44).

La fonction placentaire peut étre évaluée par différentes méthodes : I’imagerie
médicale (échographie/Doppler, imagerie par résonnance magnétique), les tests biochimiques
durant la grossesse, les examens histologiques macroscopique et microscopique apres

I’accouchement.

2.2.2 Evaluation biochimique de la fonction placentaire

De nombreux marqueurs biochimiques ont été utilisés pour juger de la fonction
placentaire pendant la période prénatale (45, 46). IIs I’ont été essentiellement pour leur valeur
prédictive des troubles hypertensifs de la grossesse, des aneuploidies et des anomalies du tube

neural (47, 48).



2.2.2.1 Les marqueurs de dépistage des aneuploidies

Le dépistage de l'aneuploidie effectué¢ au cours du premier et du deuxiéme trimestre est
devenu une pratique de routine au cours du suivi prénatal (49). Au Québec, un programme de
dépistage provincial est offert gratuitement a toutes les femmes enceintes depuis 2003,
comprenant le dosage des marqueurs suivants : la gonadotrophine chorionique humaine libre
(B-hCG libre) et la protéine plasmatique placentaire de type A (PAPP-A) au cours du premier
trimestre (10-14 semaines) et de 1'alpha-foetoprotéine (AFP), de 1'cestriol non conjugué (uE3),
de la gonadotrophine chorionique humaine (hCG) et l'inhibine-A au cours du deuxieme
trimestre (15-20 semaines) (50). Les niveaux sériques de ces marqueurs sont associés a des
issues obstétricales défavorables en l'absence d'aneuploidie ou de défaut du tube neural

comme résumé dans le tableau 2 en annexe (51, 52).

» Au premier trimestre de grossesse

e Gonadotrophine chorionique humaine B-hCG libre

La gonadotrophine chorionique  humaine (hCG), synthétisée par les
syncytiotrophoblastes dans le placenta, est une glycoprotéine hétérodynamique formée par une
sous-unité o commune a toutes les hormones glycoprotéiques et une sous-unité B spécifique
(53). La fonction principale de I'nCG est le maintien du corps lutéal au début de la grossesse.
11 existe des preuves contradictoires concernant une association entre de faibles niveaux de -

hCG libre au premier trimestre et, d'autre part, la mortinaissance et le RCIU (54-57).

e Protéine plasmatique placentaire de type A

La PAPP-A est une protéase de la protéine de liaison du facteur de croissance de
l'insuline (IGF), synthétisée par le syncytiotrophoblaste (58). La PAPP-A joue ainsi un role
important dans la réponse proliférative locale, notamment I’invasion trophoblastique (59). Les
faibles niveaux de PAPP-A sont associés a des niveaux accrus de protéines de liaison de I'lGF

et, par conséquent, a de faibles niveaux d’IGF libre. Comme les IGF jouent un rdle dans la



régulation de l'invasion trophoblastique de la décidua (60), 1'association entre les niveaux de
PAPP-A bas et les résultats périnatals indésirables liés a une invasion trophoblastique
anormale est cohérente d'un point de vue biologique. Pendant la grossesse, le niveau de PAPP-
A augmente avec l'age gestationnel et est fortement influencé par I'indice de masse corporelle

maternelle, le tabagisme et I'appartenance ethnique (61-63).

Les grandes études de cohorte ont trouvé une association entre de faibles niveaux de
PAPP-A pendant le premier trimestre et les issues de grossesse indésirables (54, 55, 64-66),
notamment I’accouchement prématuré, le RCIU, la mortinaissance et la prééclampsie. Au
Canada, on a également montré une association entre de faibles niveaux de PAPP-A et le
RCIU de méme que la prééclampsie (67, 68). Dans toutes les études, les niveaux les plus
faibles de PAPP-A ont été associés aux risques les plus élevés d’issues défavorables mais

aussi aux issues les plus séveres (54, 55, 64-68).

» Au deuxiéme trimestre de grossesse
e Alpha-foetoprotéine

L'AFP est une glycoprotéine oncofcetale produite a partir du deuxiéme mois de
grossesse par le corps jaune et a partir du troisieme mois par le foie feetal et le tractus gastro-
intestinal (69). Les mécanismes qui entrainent une élévation des niveaux sé€riques maternels de
I'AFP alors que le feetus est structurellement normal, comprennent une effraction de la barriere
foeto-placentaire (70, 71), les dommages vasculaires placentaires du décollement précoce, les
saignements foeto-maternels (71, 72) et I'ischémie foeto-placentaire (73). Des niveaux ¢€levés
d'AFP au deuxiéme trimestre ont été associés a l'hypertension gestationnelle, a Ila
prééclampsie, au déces foetal, a I'accouchement prématuré, au RCIU et au décollement du
placenta (74-77). D'autre part, de faibles niveaux d'AFP sérique maternels ont été associés a

un avortement spontané, a I'accouchement prématuré et a la mortinaissance (74).



¢ Gonadotrophine chorionique humaine totale

Des niveaux accrus de hCG total au deuxieéme trimestre ont été associés a un certain
nombre de résultats périnatals défavorables susceptibles d'étre attribués a un
dysfonctionnement placentaire. Ces résultats comprennent la prééclampsie, 1’avortement
précoce, la mortinatalité, 1’accouchement prématuré et le RCIU (75-79). Le risque d’issues

défavorables indésirables augmente a mesure que les niveaux de hCG augmentent.

e (Estriol non conjugué

Le placenta produit de I'eestriol par conversion du sulfate de 16-hydroxy-
déshydroepiandrosterone en androgeénes, qui sont par la suite transformés en cestriol. Les

faibles niveaux d'uE3 semblent étre associés au RCIU et a I’avortement précoce (71, 77, 80).

e Inhibine A

L’inhibine-A est une glycoprotéine hétérodimere de la famille du facteur de croissance
transformant-B (TGF-B). L'unité foetoplacentaire est la principale source de production
d'inhibine-A pendant la grossesse (81). L'inhibine-A semble étre un marqueur spécifique de la
fonction placentaire et du stress oxydatif (82). Un certain nombre d'études ont montré une
relation entre les niveaux ¢élevés d'inhibine-A dés 15 semaines de gestation et le
développement ultérieur de complications périnatales comme la prééclampsie, le RCIU,

I’accouchement prématuré et la mortinaissance (77, 78).

2.2.2.2 Les marqueurs de dépistage de la prééclampsie : les marqueurs angiogéniques
e Facteur de croissance placentaire

Le facteur de croissance placentaire (PIGF) est une glycoprotéine appartenant a la
famille des facteurs de croissance endothéliaux (vascular endothelial growth factor - VEGF)
(83). Ce médiateur de I’angiogenese a été identifié au niveau des cellules endothéliales de la

veine ombilicale et du placenta, ou il est produit par le cytotrophoblaste, Ie



syncytiotrophoblaste, et le trophoblaste extravilleux (84). Il participe au bon développement
vasculaire et fonctionnel du placenta (85). Les niveaux circulants sont diminués dans les
grossesses compliquées par une insuffisance placentaire (86). Les femmes qui développent
une prééclampsie en fin de grossesse ont des concentrations significativement plus faibles de

PIGF dé¢s le premier trimestre (87-89).

e Soluble fms-like tyrosine kinase 1

La soluble fms-like tyrosine kinase 1 (sFlt-1) aussi appelée sVEGF-R1 (récepteur
soluble du Vascular Endothelial Growth Factor type I) est un récepteur circulant antagoniste
de PIGF et de VEGF (90). Le sFlt-1 en se liant au PIGF et au VEGF circulants, diminue leur
biodisponibilité vis-a-vis de leurs récepteurs membranaires Flt-1 et Flk-1, et est a ce titre
considérée comme un facteur anti-angiogénique (83). Son administration chez des rates
enceintes a permis de reproduire le syndrome de la prééclampsie (HTA, protéinurie,
vascularite glomérulaire) (91). Le sFIt-1 est libéré par les cellules endothéliales vasculaires et
des cellules circulantes (monocytes, macrophages, plaquettes), il est également libéré par le
tissu trophoblastique placentaire dans la circulation maternelle au cours de la grossesse (92).
La concentration plasmatique de sFlt-1 augmente pendant la grossesse; cette augmentation est
plus importante dans les 2 derniers mois de la grossesse (83). La chute rapide des niveaux
sériques maternels de sFIt-1 apres I’accouchement et la délivrance du placenta ont permis

d’attester que le placenta est la principale source de sFIt-1 pendant la grossesse (83).

e Le rapport sFit-1/PIGF

Le déséquilibre de la balance angiogénique sFlt-1/PIGF (augmentation du sFIt-1 et
baisse du PIGF) joue un role physiopathologique majeur dans la survenue de la prééclampsie
et notamment la dysfonction endothéliale maternelle (93). Ces facteurs sont dosables dans le
sang maternel et la mesure du ratio sFlt-1/PIGF est maintenant disponible sur automates. Au
regard des valeurs usuelles établies par les fabricants, une valeur basse ou élevée permet
d’infirmer ou de confirmer le développement a court terme d’une prééclampsie (83). Ces

résultats ont été confirmés a une plus grande échelle en utilisant les dosages automatisés sur
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Elecsys puis Cobas par la société Roche (étude Prognosis) : un ratio sFIt-1/PIGF < 38
permettant d’exclure la survenue d’une prééclampsie avec une trés bonne VPN (> 99 %) (94).

L’utilisation de ce ratio en pratique clinique permettrait d’adapter le suivi des patientes (95).

2.2.3 Facteurs influencant les biomarqueurs de la fonction placentaire

De nombreux facteurs maternels et obstétricaux sont décrits a travers la littérature

comme influengant le niveau des différents biomarqueurs sériques (96-102).

2.2.3.1 Age gestationnel

La concentration sérique des biomarqueurs varie tout au long de la grossesse. Par
exemple, au cours d’une grossesse normale la concentration sérique en PIGF augmente
jusqu’a 29-32 semaines de grossesse puis diminue jusqu’au terme (88). Le sFlt-1 est libéré
dans la circulation maternelle au cours de la grossesse a des concentrations croissantes allant

d’environ 500 pg/ml au premier trimestre a 2 000 pg/ml au troisiéme trimestre (92).

La détermination précise de l'age gestationnel lors du dosage est donc importante.
L'écart-type des marqueurs sériques est plus faible lorsqu'un examen échographique est utilisé
pour estimer 1’age gestationnel que lorsque les dates des derniéres menstruations sont utilisées.
L'effet est plus important pour les marqueurs dont les concentrations changent le plus avec
l'age gestationnel (notamment uE3) et plus petit pour ceux qui changent le moins avec 1'age

gestationnel (notamment l'inhibine A) pendant la période de gestation (96).

2.2.3.2 Poids maternel et indice de masse corporelle (IMC)

Les concentrations sériques des marqueurs AFP, hCG et uE3 varient en fonction du
poids maternel. Pour une augmentation de 20 kg, la valeur de I’AFP diminue d'environ 17%,

celle de I'uE3 de 7% et celle de I’'hCG de 16% (103). L’IMC maternel est également associé a
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des variations de concentration des marqueurs angiogéniques. Un IMC ¢élevé est
significativement associé¢ a des valeurs de sFlt-1 plus basses tout au long de la gestation et a
des valeurs de PIGF plus basse au deuxiéme et au troisiéme trimestre. Des relations similaires
ont ¢ét¢ observées entre I'MC maternel, la sFlt-1 et le PIGF chez des femmes présentant un

dysfonctionnement placentaire clinique (104).

2.2.3.3 Origine ethnique

Des ¢études rapportent des variations de la concentration sérique des marqueurs dans
certaines populations notamment afro-caribéenne et asiatique. Une étude réalisée au premier
trimestre de grossesse a montré que les niveaux sériques de B-hCG et PAPP-A étaient plus
¢levées respectivement de 19% et 48% chez les femmes afro-caribéennes et de 19% et 35%
chez les femmes asiatiques que chez les femmes caucasiennes (101). Il est également connu
que des différences ethniques dans les biomarqueurs du deuxiéme trimestre existent entre les
femmes afro-caribéennes, asiatiques et hispaniques en comparaison aux femmes caucasiennes
(105, 106). Dans les populations ou les références sont établies a partir des données recueillies
dans des populations principalement de race blanche, des corrections pour l'appartenance

ethnique sont appropriées.

Des différences ethnoraciales ont été aussi signalées dans la concentration sérique
maternelle des facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques (107). Les femmes afro-
caribéennes présentaient des niveaux légerement plus élevés de PIGF et sFlt-1 que les femmes

caucasiennes et les femmes d'autres races (108, 109).

2.2.3.4 Age maternel

Une légere augmentation de I’AFP a ¢té observée dans une étude avec 1'age maternel;
les niveaux ont augmenté significativement de 4,4 % (IC de 95% = 3,2-5,7%) sur 10 ans

(110).
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2.2.3.5 Parité

Une association négative entre le niveau sérique maternel d’hCG et la gestité ou la
parité a été retrouvée dans plusieurs études (110-113). Cet effet était présent indépendamment
de I’age gestationnel, de I’age maternel et de 1’ajustement ou non en fonction du poids
maternel, et ceci aussi bien pour la molécule intacte d’hCG que pour sa sous-unité . La hCG
totale est négativement associée a la parité, diminuant d'environ 3% pour chaque naissance
précédente (96). Par ailleurs, les femmes multipares ont des niveaux plus faibles de sFlt-1 que

les femmes primipares (114).

2.2.3.6 Tabagisme

Le tabagisme a un impact important sur les concentrations d’hCG total mais nettement
plus faible sur les concentrations des autres marqueurs. Les fumeuses ont en moyenne, des
concentrations de hCG total 18% plus faible, de B-hCG libre 6% plus faible, d’AFP 3% plus
¢levée et d’oestriol 4% plus faible que les non-fumeuses (96, 115). Le tabagisme est aussi
associ¢ a une diminution des concentrations circulantes de sFItl et une augmentation des
concentrations de PIGF (116, 117). L’impact du tabagisme sur les marqueurs sériques est
indépendant du nombre de cigarettes fumées, il apparait dés une consommation d’une

cigarette par jour.

2.2.3.7 Sexe du feetus

Dans les grossesses non compliquées, 'AFP est significativement plus faible (3%) en
présence d'un feetus male, tandis que la B-hCG libre est significativement augmentée (7%) en
présence dun feetus femelle. Ces différences ont conduit a un risque de faux positifs du
dépistage de la trisomie 21 significativement plus élevé chez les femmes portant un feetus

féminin (5,8% contre 4,6%) (100).
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Les concentrations des marqueurs angiogéniques sFlt-1 et PIGF sont aussi
influencées par le sexe feetal. Le sexe feetal féminin était associé a des concentrations plus
¢levées de sFlt-1 et du rapport sFlt-1 / PIGF aussi bien dans les grossesses non compliquées et

que chez les femmes développant une prééclampsie (118).

2.2.3.8 Méthode de conception

Une étude portant sur un échantillon de 1515 cas de grossesses obtenues apres
stimulation ovarienne ou aprés fécondation in vitro et 21 014 contrdles a permis de montrer
que les marqueurs sériques ne sont pas modifiés par ces techniques (119), contrairement a ce

qui avait été observé sur de petites séries (120-124).

2.2.3.9 Diabéte insulino-dépendant

Certains niveaux de marqueur sérique sont en moyenne plus bas chez les femmes
diabétiques insulino-dépendantes. Apres correction du poids, I'AFP est environ 10% plus
faible chez ces femmes, uE3 est 7% plus bas, B-hCG 11% plus bas, et inhibine A 9% plus bas.
Les différences sont statistiquement significatives et doivent donc étre prises en compte dans

le dépistage des aneuploidies. Il n'y a pas de différences significatives pour I'hCG totale (96).

2.3 VIH et biomarqueurs de la fonction placentaire

Les résultats retrouvés dans les différentes études ne sont pas unanimes sur I’impact de
I’infection par le VIH et/ou des TAR sur les biomarqueurs qui reflétent le fonctionnement du

placenta.
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2.3.1 Effet du VIH sur les biomarqueurs au premier trimestre

Quatre ¢tudes transversales analytiques ont évalu¢ 1’effet de 1’infection a VIH sur les

marqueurs du premier trimestre que sont le B-hCG libre et le PAPP-A (49, 125-127). Tous les

auteurs sauf Brossard et al. ont trouvé qu’il n’y avait pas de différence significative entre le

niveau de biomarqueurs des femmes vivant avec le VIH comparativement aux témoins

(tableau 1). Brossard et al. (2008) ont cependant trouvé une concentration significativement

plus faible a la fois du B-hCG libre et du PAPP-A chez les femmes vivant avec le VIH.

Tableau I. Etudes évaluant I’effet du VIH sur les biomarqueurs du premier trimestre
Auteur, année Devis de n n sous B-hCG libre* PAPP-A*
I'étude TAR Mdwv MdM
Chougrani, transversale 84 70 Pas d’association Pas d’association
2016 (125) analytique 0.83(0.53-1.39) vs 0.98 1.27 (0.79-1.95) vs 1.16
multicentrique (0.65-1.39), p=0.12 (0.84-1.65), p = 0.42
Spencer**, transversale 92 Non Pas d’association Pas d’association
2011 (127) analytique rapporté  0.98 vs. 0.98, p=1.00 (1.00vs. 1.09, p = 0.10)
Savvidou, transversale 90 41 Pas d’association Pas d’association
2010 (49) analytique 0.93 (0.61-1.45) vs 1.00 0.94 (0.65-1.59) vs 1.00
(0.68-1.47), p=0.29 (0.69-1.42), p = 0.89
Brossard®**, transversale 214 141 Diminué Diminué
2008 (126) analytique 0.84 (0.72-0.93) vs 1.09 0.88 (0.77-1.00) vs 1.05

multicentrique

(1.02-1.16), p = <0.0001

(1.00-1.11), p = 0.0004

MdM = multiple de la médiane, 11Q = intervalle interquartile, IC = Intervalle de confiance
* valeurs exprimées en médiane (11Q) des femmes vivant avec le VIH vs témoins non infectés sauf indication contraire
** 11Q ou IC non rapporté

*** yaleurs en médiane (IC 95%)
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2.3.2 Effet du VIH sur les biomarqueurs au deuxiéme trimestre

Les résultats des 6 études ayant examiné 1’association entre I’infection a VIH et les
marqueurs sériques du deuxiéme trimestre sont é¢galement discordants (tableau 2). Il s’agit
¢galement d’études transversales analytiques pour la plupart. Pour le HCG, 3 études sur 5 ont
trouvé une augmentation significative chez les femmes vivant avec le VIH alors que pour
I’AFP, seule une étude sur 6 a noté une association positive. Deux études sur les 4 ayant testé
I’uE3 ont trouvé une concentration significativement plus basse chez les femmes vivant avec
le VIH comparativement aux femmes VIH-négatives. L’inhibine A n’a été mesurée que dans
deux études dont une a trouvé une concentration significativement plus élevée chez les

femmes vivant avec le VIH.
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Tableau II. Etudes évaluant ’effet du VIH sur les biomarqueurs du deuxiéme trimestre
Auteur, année Devis de n n sous HCG* AFP* uE3* Inhibine-
I'étude TAR A*
Charlton**, transversale 72 41 Augmenté Pas Diminué N/A
2014 (6) analytique 1.23+1.09vs d’association 0.91+0.35
1.01 £0.61,p 1.07 £0.61vs vs 1.12 £
= 0.004 1.17+0.58,p= 0.33,p<
0.615 0.001
Spencer***, transversale 52 Non Pas Pas Diminué N/A
2011 (127) analytique rapporté d’association d’association 1.11 vs. 0.97,
0.96 vs. 1.06, 0.94vs.0.97,p p = 0.0005
p=0.18 =0.66
Brossard****  transversale 209 147 N/A Pas N/A N/A
2008 (126) analytique d’association
multicentrique 1.06 (0.95-1.15)
vs 1.09 (1.05—
1.12),
p=0.38
Le Meaux, transversale 132 63 Pas Pas N/A N/A
2008 (24) analytique d’association d’association
1.01 (0.72- 1.02 (0.78-1.40)
1.31) vs 0.98 vs 1.11 (0.89—-
(0.62-1.48),p  1.41), p=0.06
=0.62
Yudin®**, transversale 34 21 Augmenté Pas Pas Pas
2003 (128) analytique 1.35vs 0.90, d’association d’association d’associat
p=0.033 1.03vs 1.14, 1.11vs0.96, ion
p = 0.606 p=0.071 1.29 vs
1.12,
p =0.694
Grosst, 2003 Séries de cas 49  Non Augmenté Augmenté Pas Augment
(25) rapporté 1.43+1.04 1.29+.0.9 d’association é
09104 1.4+1.6

MdM = multiple de la médiane, 11Q = intervalle interquartile, IC = Intervalle de confiance, N/A : non applicable

* valeurs exprimées en médiane (11Q) des femmes vivant avec le VIH vs témoins non infectés sauf indication contraire
** valeurs en moyenne =+ écart-type
*** |IQ ou IC non rapporté

**%% valeurs en médiane (IC 95%)

T valeurs en moyenne * écart-type, ont été comparées aux valeurs attendues dans la population générale
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2.3.3 Effet du VIH sur les facteurs angiogéniques

Des niveaux significativement plus faibles de PIGF ont été rapportés, en Afrique du
Sud, chez des femmes enceintes vivant avec le VIH comparativement aux femmes non
infectées, qu’elles soient prééclamptiques ou non (129). Cependant, la taille de I'échantillon
dans cette étude était faible (n = 27 témoins, n = 31 femmes vivant avec le VIH). Govender et
al., par contre, n’ont montré aucune relation entre le VIH et les concentrations de facteurs
angiogéniques sFltl et PIGF au troisieme trimestre chez 37 femmes et 39 controles (130).

Dans ces deux seules études sur le sujet, I’exposition a la TAR n'était pas détaillée.

Powis et al (131), dans une étude réalisée au Botswana, ont montré que les niveaux de
PIGF sont plus faibles chez les femmes vivant avec le VIH qui ont développé une
prééclampsie, d'une manieére comparable a celle des études antérieures impliquant des femmes

non infectées par le VIH (87-89).

2.4 TAR et biomarqueurs de la fonction placentaire

La revue de la littérature effectuée sur le sujet a permis de trouver des études dont les
résultats ne sont pas unanimes concernant 1’association entre 1’exposition a la TAR et les

biomarqueurs de la fonction placentaire.

2.4.1 Effet dela TAR sur les biomarqueurs du dépistage des aneuploidies

Certains articles ont indiqué que la TAR modifie les valeurs des marqueurs
biochimiques utilisés pour le dépistage des aneuploidies; d’autres indiquent des résultats
contraires (6, 23, 24, 49, 125, 126, 128). Savvidou et al. (49) ont trouvé une diminution
significative du B-hCG tandis que Le Meaux et al. (24) ont noté une augmentation de 1I’AFP
chez les femmes sous TAR. Seul Einstein (23) a trouvé une diminution de I’AFP chez les

patientes sous régime thérapeutique a base d’IP (tableau 3).
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Tableau III.

Etudes évaluant I’effet de la thérapie antirétrovirale sur les biomarqueurs

Auteur, Devis de I’étude n nsous Thérapie antirétrovirale Inhibiteur des protéases
année TAR
Chougrani*,  transversale 84 70 Pas d’association Non évalué
2016 (125) analytique free B-hCG : TAR+ 0.82 (0.52-1.26)
multicentrique vs TAR- 1.08 (0.64-1.61), p =0.31
PAPP-A : TAR+ 1.29 (0.77-1.99) vs
TAR- 1.07 (0.97-1.50), p = 0.51
Charlton**, transversale 72 41 Pas d’association Pas d’association
2014 (6) analytique AFP : TAR+ (1.31 % 0.52) vs AFP: IP+ (1.16 +0.52) vs
TAR- (1.13 £ 0.70), p = 0.240 IP- (1.41 £ 0.50), p = 0.158
hCG: TAR+ (1.49 + 1.10) vs hCG: IP+ (1.36 £ 1.39) vs
TAR- (1.64 £ 1.02), p= 0.554 IP- (1.57 £ 0.85), p= 0.611
UE3: TAR+ (0.93 £0.27) vs uE3: IP+(0.97 £0.27) vs
TAR- (0.97 £ 0.26), p= 0.558 IP- 0.90 £ 0.27), p= 0.478
Savvidou*, transversale 90 41 Diminution B-hCG libre Pas d’association B-hCG libre
2010 (49) analytique TAR+ (0.74, 0.45-1.32) vs IP+(0.82, 0.42-1.44) vs
TAR- (1.03, 0.76-1.85), p = 0.006 IP- (0.74, 0.51-1.26), p=0.80
Pas d’association pour PAPP-A
TAR+ (0.89, 0.66—1.47) vs
TAR- (1.05, 0.64-1.66), p = 0.41
Brossard***, transversale 214 147 Pas d’association, données non Pas association, données non
2008 (126) analytique rapportées rapportées
multicentrique
Le Meaux*, transversale 132 63 Augmentation AFP Non évalué
2008 (24) analytique TAR+ (1.18, 0.94-1.59) vs
TAR- (0.91, 0.69-1.20), p < 0.01
Einstein**, Rétrospective 39 39 non évalué, pas de groupe TAR- Diminution AFP
2004 (23) IP+(0.97,+£0.32) vs
IP— (1.2, + 0.40)
Yudin, 2003 transversale 34 21 Pas association, données non Non évalué
(128) analytique rapportées

MdM = multiple de la médiane, 11Q = intervalle interquartile, IC = Intervalle de confiance

* valeurs exprimées en médiane (11Q) sauf indication contraire
** valeurs en moyenne * écart-type

*** valeurs en médiane (IC 95%)
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2.4.2 Effet de la TAR sur les facteurs angiogéniques

Une étude récente portant sur 1115 échantillons de plasma de 326 femmes enceintes,
ne rapporte aucune différence significative dans les facteurs angiogéniques selon le type de
traitement antirétroviral (IP vs non IP) au deuxiéme et au troisiéme trimestre (132). Des études
en cancérologie, avaient pourtant ultérieurement signalé¢ des effets anti-angiogéniques pour
certains IP (133, 134). Les effets des IP sur la formation du systéme vasculaire placentaire et
le développement du feetus ont été étudiés dans un modele murin (135). Les souris exposées a
la TAR avaient des feetus et des placentas significativement plus petits que les témoins. La
taille des portées et la viabilité¢ du feetus ont été négativement affectées par 'exposition a la
TAR constituée de deux analogues nucléosidiques et un IP a des doses équivalentes aux doses
thérapeutiques humaines. Alors que les niveaux de PIGF étaient inchangés, des niveaux

significativement plus bas de sFIt-1 ont été trouvés dans les placentas (135).

Pour ce qui concerne 1’association entre la durée d’exposition a la TAR et le niveau des
biomarqueurs, une étude sur une cohorte de femmes dont la TAR a ét¢é initiée au deuxiéme et
au troisiéme trimestre (n=60) n’a noté aucun changement significatif des niveaux de
marqueurs angiogéniques apres 1 mois de TAR chez les femmes présentant des grossesses non
compliquées (131). De plus, les auteurs n’ont pas détecté de différence significative dans la
concentration sérique de sFlt-1 ou de PIGF un mois aprés le début de la TAR lors de la
comparaison d'un régime comprenant 3 INTI avec un régime a base d’IP. Ces résultats doivent

cependant étre considérés avec prudence a cause de la faible puissance statistique de 1’étude.

2.5 Conclusion de I’état des connaissances

La recension des écrits a permis de trouver peu d’études qui traitaient de I’impact de
I’infection a VIH et de I’exposition a la TAR d¢s la conception ou le premier trimestre sur les

marqueurs sé€riques de la fonction placentaire. De plus ces études n’ont pas pris en compte la
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durée de I’exposition a la TAR au moment du dosage des biomarqueurs. Les résultats de ces
¢tudes ne fournissent pas une réponse suffisante et claire a la problématique a cause des

limites dues a la faible taille des échantillons.

En ce qui concerne la taille des échantillons (étendue de 34 a 214), peu études ont été
réalisées sur des échantillons de grande taille. En effet, la majorité des devis recensés portant
sur un nombre trop faible de sujets, il existe un risque réel de manquer de puissance
statistique. Ainsi, le manque de puissance statistique peut également expliquer les résultats
contradictoires relevés dans notre recension. L’examen des articles montre que la plupart des
chercheurs ont évoqué la notion de puissance statistique du devis de leur projet dans les
méthodes et/ou y ont fait référence dans la discussion. Seuls deux auteurs ont indiqué une
puissance supérieure a 0,80, qui est le seuil de puissance optimal généralement admis. La
plupart ont rapporté des problémes engendrés par le manque de puissance statistique dans les

limites de leur étude.

Aussi, comme décrit dans la section 2-2-3, les biomarqueurs mesurés sont influencés
par de nombreux facteurs maternels et obstétricaux qu’il est nécessaire d’ajuster ou de
controler (51). Cet ajustement n’a pas toujours été réalisé dans les études déja publiées sur le
sujet. Finalement, pour ce qui concerne les facteurs angiogéniques, ils ont été peu examinés
dans le contexte de I’infection a VIH et de la TAR précoce en grossesse, alors qu’ils ont fait la
preuve de leur pertinence dans les pathologies liées a la dysfonction placentaire comme la

prééclampsie (48).

2.6 Justification de notre projet d’étude

Il apparait que les quelques études publiées sur ce sujet fournissent des résultats pour la
plupart peu concluants a cause des limites exposées précédemment, confirmant la nécessité de

nouvelles études méthodologiquement plus fortes. Notre étude aura 1’avantage d’avoir plus de
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puissance statistique, d’utiliser un plan d’analyse statistique rigoureux avec ajustement des

facteurs de confusion potentiels tout en considérant la durée d’exposition a la TAR.

Les résultats de cette étude contribueront a une meilleure compréhension de la relation
entre le VIH, la TAR et les complications périnatales, aidant ainsi a 1’avancement du
programme de recherche qui vise @ mieux comprendre la pathophysiologie de cette relation.
Ils serviront également a la mise a jour des lignes directrices sur la prise en charge des
grossesses chez les femmes vivant avec le VIH de la Société des obstétriciens et gynécologues

du Canada.

3 Hypothése et objectifs de recherche

3.1 Hypothése de recherche

Notre étude est basée sur ’hypothése que les femmes enceintes vivant avec le VIH
sous TAR contenant un IP, ont une invasion trophoblastique et une fonction placentaire
perturbée des le premier et le deuxiéme trimestre, illustrée par de faibles niveaux de B-hCG
libre, PAPP-A et PIGF et des niveaux élevés de I'AFP, oestriol non conjugué, hCG, inhibine A
et sFlt-1, par rapport aux femmes vivant avec le VIH non traitées ou traitées avec une TAR

sans [P, et que ces perturbations sont corrélées avec la durée d’exposition a la TAR.

3.2 Objectifs

L’objectif est d’évaluer l'association entre la TAR et les niveaux de différents
biomarqueurs, qui sont des indicateurs d’une dysfonction placentaire pouvant conduire a des

issues périnatales défavorables. Les objectifs spécifiques sont :

(1) évaluer I’association entre le type de TAR et la durée d’exposition a la TAR et les

biomarqueurs utilisés en pratique clinique pour le dépistage des aneuploidies (PAPP-A et -
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hCG libre au premier trimestre, AFP, cestriol non conjugué, hCG et inhibine-A au deuxieme

trimestre) ;

(2) évaluer I’association entre le type de TAR, la durée d’exposition a la TAR et le
moment d’initiation de la TAR, et les facteurs angiogéniques PIGF, sFlt-1 et ratio sFIt-1/PIGF

(au premier et deuxieme trimestre).
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4 Meéthodes

4.1 Devis de recherche et bréve description des banques de

données

Cette ¢étude porte sur deux banques de données de femmes enceintes vivant avec le

VIH :

- La cohorte prospective du Centre Maternel et Infantile sur le SIDA (CMIS, CHU
Sainte-Justine, Montréal Qc). Le CMIS abrite des données et des échantillons de sérum

provenant de plus de 900 couples mére-enfant et recrute environ 40 couples par an.

- La base de données périnatales du VIH de la clinique Oak Tree du BC Women’s
Hospital (Vancouver, C.-B.), qui contient des données sur plus de 500 couples mere-enfant, et
enregistre chaque année environ 20 couples mere-enfant dans leur base de données de

surveillance.

Les objectifs de la cohorte du CMIS sont (1) de déterminer les facteurs associés a la
transmission du VIH de la mére a I’enfant; (2) de déterminer les facteurs reliés a la
progression de 1’infection par le VIH chez I’enfant, (3) d’étudier I’impact clinique et immuno-
physiologique de I’exposition in utero aux antirétroviraux et au VIH chez les enfants infectés
et non infectés, nés d’'une mére vivant avec le VIH, et finalement (4) d’évaluer les facteurs
associés aux issues périnatales défavorables et au contrdle viral chez les femmes enceintes

vivant avec le VIH (136).

La cohorte du CMIS approuvée par le comité d’éthique du CHU Sainte-Justine, recrute
depuis 1987 les femmes enceintes vivant avec le VIH et leurs enfants sur un mode continu,
apres recueil de leur consentement. Les femmes enceintes sont suivies par 1’équipe du CMIS

pendant leur grossesse, suivant un calendrier prédéfini : visites mensuelles puis hebdomadaires



durant le dernier mois de grossesse, couplées a un prélevement d’échantillon de sang chaque
trimestre, lors de 1’accouchement et a 6 semaines post-partum. Les types de données
recueillies sont les suivantes : données sociodémographiques provenant du dossier clinique du
participant, données cliniques, résultats des analyses sanguines et autres matériels biologiques

(voir annexe 3).

Les données cliniques sont saisies dans une base de données « ACCESS » et des
données exemptes d’identifiants personnels sont conservées dans une base de données
REDCap stockée dans un serveur situé sur le campus de 1’Université de Montréal. Le matériel
biologique recueilli lors des visites de suivi, dont le sérum et le plasma, est conservé dans des
congélateurs a -80°C situés dans le laboratoire d’immunopathologie virale au Centre de

recherche du CHU Sainte-Justine (136).

La cohorte du BC Women’s hospital (Vancouver) a été¢ créée en 1994 et collecte les
données des femmes prises en charge a la clinique Oak Tree (BC Women’s Hospital). Cette
clinique fournit des soins cliniques spécialisés aux femmes et enfants vivant avec le VIH ainsi

qu’a leurs familles. Elle offre les services suivants :

- les soins axés sur les femmes et la famille, plus précisément les femmes enceintes

et les enfants infectés par le VIH et les enfants nés de meres vivant avec le VIH.

- recherche sur les femmes vivant avec le VIH, les femmes enceintes, les enfants et

les jeunes
- Plaidoyer et éducation en mati¢re de soins du VIH axés sur les femmes

- Guichet unique : traitement médical, soutien social avec une approche holistique

tenant compte de la culture et sans jugement.

Depuis 1994, plus de 5150 femmes vivant avec le VIH, plus de 500 grossesses et
environ 80 enfants infectés par le VIH ont été pris en charge. Cette cohorte est approuvée par

les autorités locales a des fins de surveillance et de recherche. Les données cliniques et
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biologiques sont collectées dans une base de données RedCap hébergée dans le « Child and

Family Research Institute » (Vancouver).

4.2 Description de I’échantillon

L’¢échantillon disponible comprend 985 femmes enceintes vivant avec le VIH
provenant des deux sites. Les données des femmes recrutées entre janvier 2003 et mars 2017
et qui ont eu des tests de dépistage des aneuploidies au premier trimestre (10- 14 semaines)
et/ou deuxiéme trimestre (15-21 semaines) de grossesse ont été incluses. Les critéres
d’exclusion ont ¢été les grossesses multiples, les malformations feetales majeures, les

aneuploidies et les données manquantes pour les variables d’intéreét.

Au CHU Sainte-Justine, entre 2003 et 2010, le dépistage prénatal était basé sur
I’échographie du premier trimestre et sur 2 biomarqueurs : PAPP-A et B-hCG libre. Depuis
novembre 2010, un programme de dépistage provincial gratuit a été offert a toutes les femmes
enceintes, utilisant le PAPP-A au premier trimestre (10-14 semaines) et I’AFP, I’cestriol non
conjugué, ’hCG et I’inhibine-A au deuxiéme trimestre (15-20 semaines). Cette méme

stratégie de dépistage est disponible en Colombie-Britannique depuis 2004.

Le dosage des facteurs angiogéniques a été effectué¢ en tant qu’étude pilote a visée
exploratoire, sur un sous-groupe des échantillons de sérum stockés dans la banque biologique
du CMIS. Les échantillons des femmes recrutées entre janvier 2003 et décembre 2016, qui ont
eu des prélévements sanguins au premier (5 — 14 semaines) et au deuxiéme trimestre (15 — 28

semaines) de grossesse, ont été s¢lectionnés pour le dosage du PIGF et du sFlt-1.
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543 Grossesses enregistrées au CMIS 442 Grossesses enregistrées a la clinique

durant la période d’étude (de janvier 2003 a Oak Tree durant la période d’¢tude (de
mars 2017) janvier 2003 a mars 2017)

Echantillon disponible
n=985
(647 grossesses exclues \
- 626 absence de dépistage sérique
des aneuploidies
- 14 grosse'sses multiples |
- 7 anomalies chromosomiques et/ou
\ malformations majeures )
o (" e
Grossesses ayant des €chantillons de Grossesses ayant bénéficié du
sérum disponibles au 1% et 2°™ dépistage des aneuploidies incluses
trimestre incluses dans 1’étude pilote < dans 1’étude

n=159 n=
. ) AN g J

! !

Résultats du dosage de :
- PAPP-A et B-hCG au 1¢
trimestre
- AFP, hCG total, uE3, inhibine A

Dosage de PIGF et sFlt-1 au 17 et
2™ trimestre

Figure 1. Diagramme de sélection des participantes de I’étude
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4.3 La variable dépendante : la fonction placentaire

La fonction placentaire a été évaluée par 1’intermédiaire :

- des biomarqueurs utilisés en pratique clinique pour le dépistage des aneuploidies
(PAPP-A et B-hCG libre au premier trimestre, AFP, cestriol non conjugué, hCG et inhibine-A

au deuxieéme trimestre) ;

- des marqueurs angiogéniques du dépistage de la prééclampsie : PIGF, sFlt-1 et ratio

sFlt-1/PIGF (au premier et deuxiéme trimestre).

4.4 Les variables indépendantes

4.4.1 Thérapie antirétrovirale (TAR)

Les femmes vivant avec le VIH ont été catégorisées selon 1’exposition a la TAR au

moment du dépistage prénatal (TAR a base d’IP, autre TAR, aucun traitement).

4.4.2 Durée d’exposition a la TAR durant la grossesse

Cette variable a été traitée comme une variable continue exprimée en semaines depuis

la conception.

4.4.3 Moment d’initiation de la TAR

Le moment d’initiation de la TAR a été défini par rapport a la conception (avant la

conception ou durant la grossesse).
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4.5 Variables de controle

Ce sont les facteurs maternels susceptibles d’affecter le niveau des biomarqueurs. Ces
variables potentiellement confondantes ont été considérées dans le modele de régression. Ce

sont :

I’origine ethnique : caucasien (groupe de référence), afro-caribéen et autres
- laparité : nullipare vs. multipare
- D’age maternel a terme : variable continue exprimée en années

- D’age gestationnel : L'dge gestationnel a été estimé selon les résultats de
I'échographie du premier trimestre, si disponible, ou a partir de la date des dernieres
menstruations ou de I'échographie du deuxiéme trimestre. C’est une variable

continue exprimée en semaines d’aménorrhée.
.. . . 2
- L’indice de masse corporelle (IMC) : variable continue (kg/m”)

- Le tabagisme : variable dichotomique (fumeur vs non-fumeur). Il correspond au

statut de la patiente au cours de la grossesse.

- Le sexe du feetus : variable dichotomique (masculin vs. féminin)

4.6 Instruments de mesure

Les marqueurs de dépistage sérique des aneuploidies ont été mesurés par des tests de
laboratoire basés sur une méthode d’immunoanalyse dont les kits ont été fournis par de
différents fabricants au cours du temps au CHU Ste-Justine : Immulite 2000 de Siemens
(2003- 2008), Auto Delfia Perkin Elmer (2008 -2010), DxI de Beckman Coulter (2010-2016).
Pour les analyses en Colombie Britannique, seuls les kits Perkin Elmer d’Auto Delfia ont été
utilisés. Ces tests ont une bonne performance et sont utilisés dans les programmes provinciaux
de dépistage des aneuploidies en Colombie Britannique et au Québec ou il existe des
mécanismes réguliers de controle de qualité des dosages, notamment de leur variabilité. Des

facteurs de conversion spécifiques ont été utilisés (137).
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Les mesures de sFlt-1 et de PIGF ont été réalisées avec des kits de dosage immuno-
enzymatique DuoSet (R & D systems, Minneapolis, MN). Les limites de détection pour
chaque marqueur étaient de 15.6 pg / ml (sFlt-1) et 62.5 ng / ml (PIGF). Pour chaque femme,
les deux biomarqueurs ont ét¢ mesurés a partir de la méme aliquote d'échantillon de sérum en

banque.

4.7 Protocole de collecte de données

Les données démographiques, cliniques et biochimiques dont les résultats du dosage
des biomarqueurs des aneuploidies ont été extraites des bases de données périnatales du CMIS

et de la cohorte du BC Women’s hospital via REDCap.

4.8 Analyse statistique

La banque de données a été nettoyée et les données aberrantes ont été codées comme
manquantes. Les patientes n’ayant aucune valeur pour tous les biomarqueurs d’intérét et/ou la
TAR ont été exclues. Comme il y avait trés peu de données manquantes chez les sujets inclus,

il n’y a pas eu de procédure d’imputation pour les données manquantes.

Des analyses descriptives ont été effectuées sur les données sociodémographiques,
cliniques et biologiques des participantes. Pour chaque variable catégorielle et continue, une
description des effectifs avec les proportions (avec intervalle de confiance a 95%) ou de la
moyenne (avec D’écart type) ou la médiane avec [intervalle interquartile (I1Q),

respectivement, a été effectuée. La distribution des variables a été vérifiée.

Une valeur de p<0.05 a été considérée comme étant statistiquement significative. Les
analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel IBM SPSS Statistics for Windows,

version 24 (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA) et STATA 14.
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4.8.1 Objectif 1

Des régressions linéaires multivariées ont ¢té réalisées, pour analyser 1’association
entre la TAR (type de TAR et durée d’exposition a la TAR) et le niveau sanguin des différents
biomarqueurs en ajustant pour les facteurs de confusion potentiels parmi les variables
suivantes, identifiées au préalable dans la littérature (96-102): origine ethnique, parité, age
maternel, age gestationnel, indice de masse corporelle (IMC), poids, tabagisme et sexe du
feetus. Ces variables ont été catégorisées ou traitées en continue telles que décrites dans la
section ci-haut. Les variables qui étaient confondantes, c’est-a-dire, celles qui une fois
introduites dans le mod¢le bivarié entrainait une variation du coefficient de régression de plus
ou moins (+/-) 10% étaient conservées dans le modele final. Toutes les variables présentant
une valeur p < 0.05 ont également été incluses dans les modeles finaux. Le postulat de
normalité¢ des résidus de la régression a été vérifié pour tous les modeles de régression. Les
niveaux de biomarqueurs ont nécessité une transformation logarithmique (base 10) afin de

rendre normale la distribution des résidus.

4.8.2 Objectif 2

Le test de Wilcoxon pour échantillon apparié a été utilis€ pour comparer les
concentrations sériques des marqueurs au premier et deuxiéme trimestre. Une équation
d’estimation généralisée (GEE) linéaire a été utilisée (pour tenir compte des mesures répétées
chez les mémes individus au premier et deuxiéme trimestre de grossesse), pour analyser
I’association entre la TAR (type de TAR, durée d’exposition a la TAR, moment d’initiation de
la. TAR) et la concentration plasmatique des différents biomarqueurs. La matrice de
corré¢lation autorégressive de un degré (AR1) a été utilisée. Le modele a été ajusté pour les
variables de confusion potentielles, identifiées au préalable dans la littérature, incluant les
suivantes (104, 107-109, 118): origine ethnique, parité, 4ge maternel, dge gestationnel, indice
de masse corporelle (IMC), tabagisme, sexe du feetus. Les variables qui étaient confondantes,
c’est-a-dire, celles qui une fois introduites dans le mod¢le bivarié entrainait une variation du
coefficient de régression de +/- 10% étaient conservées dans le modele final. Toutes les

variables présentant une valeur p < 0.05 ont également été incluses dans les modéles finaux.
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Une analyse de résidus a été effectuée pour vérifier les postulats des modeéles qui ont suggéré
une transformation logarithmique des biomarqueurs. Avec des analyses de sensibilité, nous
avons considéré des modéles avec une matrice de corrélation «unstructrured» ou
«exchangeable» et comparé ces modeles a 1’aide du QIC (Quasi-likelihood under

Independence Model Criterion).

4.9 Estimation de la taille de I’effet

4.9.1 Objectif 1

En considérant les valeurs de PAPP-A (moyenne et écart-type) obtenues dans le groupe
de référence (groupe sans TAR), nous avons calculé qu'avec la taille d’échantillon disponible
(n=303), nous pouvions atteindre un delta (différence de moyenne) de 0.96 iu/l en utilisant une

erreur alpha de 0.05 et une puissance statistique (beta) de 80% (annexe 4).

4.9.2 Objectif 2

La méme opération nous a permis d’obtenir avec la taille d’échantillon disponible pour
le dosage du PIGF et sFlt-1 (n=159), des différences de moyenne (delta) respectives de 33.67
et 1905.15 pg/ml en utilisant une erreur alpha de 0.05 et une puissance statistique (beta) de

80% (annexe 4).

4.10Considérations éthiques

Un consentement écrit des femmes recrutées dans la cohorte du CMIS a été recueilli.
La confidentialité¢ est garantie par la désidentification des données et un acces sécurisé. La
banque de données cliniques et biologiques, et de matériel biologique de la cohorte meére-
enfant du CMIS a obtenu I’approbation du comité¢ d’éthique a la recherche du CHU Ste-
Justine. La banque de donnée de la clinique Oak Tree est approuvée par le comité d’éthique du
BC Women’s hospital. Notre étude a été approuvée par le comité d'éthique de la recherche en

santé (CERES) de L’Universit¢ de Montréal.

32



5 Résultats

5.1 Articles 1
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Abstract

Introduction: Antiretroviral therapy (ART) reduces the risk of perinatal HIV transmission.
However, some studies have shown an association between the use of ART during pregnancy
and perinatal complications, particularly with protease inhibitors (PI), which could be
explained through a role in placental dysfunction. Our objective was to evaluate the
association of ART (type and duration of exposure) with early placental function using
biomarkers used for trisomy 21 screening.

Methods: Clinical and biological data were analyzed for 338 pregnant women living with
HIV, and who had been screened for trisomy 21. In the first trimester of pregnancy the
biomarkers assayed were pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A) and free f-human
chorionic gonadotrophin (B-hCG). During the second trimester, unconjugated estriol, total
hCG, alpha-fetoprotein (AFP) and inhibin A were assessed. The women were drawn from 2
Canadian cohorts of the CHU Sainte-Justine (Montreal) and the BC Women's Hospital
(Vancouver). Each biomarker level (after logarithmic transformation) was compared based on
1) the class of ART and 2) the duration of ART exposure, using multiple linear regressions
adjusted for confounding factors.

Results: After adjusting for control variables including race, maternal age, gestational age,
body mass index, parity, smoking and sex of the fetus, women receiving ART (whether PI or
another class) had significantly increased AFP levels (B = 0.139, 95% CI = [0.055-0.223] and
B = 0.141, 95% CI = [0.043-0.239] respectively) compared to women who received no
treatment. However, there were no significant association between ART type, whether PI-
based or not, and the level of PAPP-A, free B-hCG, estriol, total hCG and inhibin A. No
significant association was shown between serum biomarker concentration and duration of
ART exposure.

Conclusion: This study suggests that the serum concentration of trisomy 21 screening
biomarkers does not appear to be significantly affected by ART, except for AFP, which
increases with early exposure to ART regardless of the type (whether PI or other). This seems

reassuring, as use of ART in early pregnancy rapidly increases globally.



Introduction

Women living with HIV have clearly demonstrated a desire to have the option to have
children [1]. Combination antiretroviral therapy (cART) reduces the rate of HIV transmission
from mother to child to < 1% [2], compared to 15-40% without intervention [3]. cART also
improves the woman’s state of health, raising quality of life and prolonging life expectancy,

leading more and more women living with HIV to conceive [1, 4].

Maternal HIV infection is associated with an increased risk of perinatal complications
including stillbirth, intrauterine growth restriction and preterm delivery [5, 6]. These
complication rates have decreased since the advent of cART. However, studies of women
living with HIV have shown an increase in adverse pregnancy outcomes since the 2000s. This
has been postulated to be related to the type of cART used during pregnancy, with protease
inhibitor-based regimens (PIs) being the most commonly incriminated [7-11]. The underlying
pathophysiologic mechanisms are unclear, but placental dysfunction is suspected. Indeed,
preeclampsia has been shown in some studies to be associated with exposure to cART during
pregnancy [12-14]. Possible mechanisms include HIV-related placental lesions, the effect of
cART on trophoblast function and immune activation [15-18]. Any of these possible
mechanisms could lead to placental insufficiency and an increased risk of adverse perinatal

outcomes.

Furthermore, following current recommendations, cART is initiated early in pregnancy [19]
and a concerted effort is made to treat all affected adults [20, 21]. As a result, most HIV-
infected women are already on cART at the time of conception, whereas in the past, CART
was formerly initiated only during the second trimester of pregnancy [22]. In addition, first-
line treatments of cART during pregnancy have been expanded to incorporate new classes of
antiretroviral drugs including integrase inhibitors [23, 24]. The evolution of this approach calls
for further studies of the impact on pregnancy of cART type and duration of exposure.

The objective of this study was to evaluate the association between cART type and duration
and biomarker levels of trophoblastic invasion and placental function, both in the first

trimester with pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A) and beta subunit of human
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chorionic gonadotropin (free B-hCG), and in the second trimester with unconjugated estriol,

total hCG, alpha-fetoprotein (AFP) and inhibin A.

Methods

Two databases of pregnant women living with HIV were accessed: a) a prospective cohort
from the Maternal and Infantile Center on AIDS (Centre Maternel et Infantile sur le SIDA;
CMIS, CHU Sainte-Justine, Montreal, QC), which contains data and serum samples from
more than 900 mother-child pairs and continues to recruit approximately 40 pairs per year, and
b) the perinatal HIV surveillance database of the Oak Tree Clinic at BC Women's Hospital
(Vancouver, BC), which contains data from more than 500 mother-child pairs from across
British Columbia, and gathers data for approximately 20 mother-infant pairs annually. Women
in the CMIS cohort have been prospectively enrolled and consented at their first pregnancy
visit. The perinatal HIV surveillance database of the Oak Tree Clinic is a retrospective cohort
approved by local Research Ethics Committee - no consent is needed. Desidentified data of

both cohorts are collected and managed using REDCap electronic data capture tools [25].

Data for women from between January 2003 and March 2017 and who had been tested for
aneuploidy in the first trimester (10-14 weeks) and/or second trimester (15-21 weeks) of
pregnancy were included in this study. Exclusion criteria included multiple pregnancy, major

fetal anomalies and aneuploidies.

Gestational age assessment was based on the crown-rump length from the first-trimester
ultrasound, if available, or otherwise from the date of the last menstrual period or the second

trimester ultrasound.
HIV-infected women were categorized by their exposure to cART at the time of prenatal

screening (PI-based cART, other cART, or no treatment). The duration of cART exposure

during pregnancy was calculated as weeks since conception.
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Placental function was assessed using biomarkers used in clinical practice for detecting
trisomy 21 (PAPP-A and free B-hCG during the first trimester, and AFP, unconjugated estriol,
hCG, and inhibin-A in the second trimester). These biomarkers were measured with
immunoassay methods using kits supplied by various manufacturers over time at the CHU
Sainte-Justine: Immulite 2000 from Siemens (2003-2008), AutoDELPHIA Perkin Elmer
(2008 -2010), Beckman Coulter's Dxl (2010-2016). In British Columbia, analyses were
performed with Perkin Elmer AutoDELPHIA kits only. Specific conversion factors were used

[26].

Statistical Analysis

Descriptive analyses were conducted on the socio-demographic, clinical and biological data of
the participants. For each categorical and continuous variable, a description of the population
with proportions or mean (with standard deviation) or median with interquartile range (IQR),

respectively, was performed. The variable distribution was verified.

Multiple linear regression was performed to analyze the association between cART (type and
duration of cART exposure) and blood level of different biomarkers, by adjusting for potential
confounding factors among the following variables previously identified in the literature [27-
33]: ethnicity, parity, maternal age, gestational age, body mass index (BMI), weight, smoking
status and sex of the fetus. Confounding variables that resulted in a +/- 10% variation of the
regression coefficient when introduced into the bivariate model were retained in the final
model. All variables with a p <0.05 value were also included in the final models. The
normality assumption of the regression residuals was verified for all regression models;
biomarker levels required logarithmic transformation. A value of p <0.05 was considered
statistically significant. Statistical analyses were performed with IBM SPSS Statistics for

Windows, version 24 (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA).

This study was approved by the Research Ethics Committees of CHU Sainte-Justine and the

University of British Columbia.
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Results

A total of 338 pregnancies out of 985 were available for analysis (see Supplemental figure 1 in
appendix). Demographic, clinical and biological characteristics of participants are presented in
Table 1. Of the women who had the biomarker assay in their first trimester, more than 75%
were receiving cART and 60% were taking PI-based therapy. In the second trimester, almost
90% were receiving cART and 70% were taking PI. The mean duration of cART exposure
from the start of pregnancy to first-trimester and second-trimester biomarker analysis was 11.9

+ 3.1 and 13.5 £ 5.1 weeks, respectively.

Figure 1 shows the distribution of the different biomarkers according to the type of cART. The
bivariate comparisons are presented in Table 2. After adjustment, women on PI-based cART
were significantly more likely to have higher AFP levels (B = 0.147, 95% CI =[0.067-0.227],
p = 0.000) compared to women without treatment. This holds true for women using non-PI
cART (B = 0.176, 95% CI = [0.080-0.272], p = 0.000). However, there is no other significant
association between the class of cART (whether PI-based or otherwise) and the level of PAPP-
A, free B-hCG, estriol, total hCG and inhibin A (Table 2). Furthermore, there was no
significant association between serum biomarker concentration and duration of cART

exposure in general, or PI-based therapy in particular (Table 2).

Discussion
Our study shows that for women living with HIV, biomarkers of placental function used in the

first and second trimesters for aneuploidy screening are not significantly associated with

cART, apart from AFP.

Although data on placental function (laboratory biomarker assays) were obtained objectively
with measurement tools whose reliability and validity were verified, the heterogeneity of the
assay techniques used during the study period and cART regimens may limit the results our
study. Additionally, we could not determine the effect of HIV itself on biomarker levels due to
the absence of control groups. However, the size of our sample was larger than that of

previous studies [4, 15, 16, 34-37]. This implies a greater statistical power of analysis and
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allowed us to compare women according to the type of cART they were receiving. We also
attempted to eliminate bias by rigorously adjusting for potential confounding factors. This
adjustment was not done for all factors in previously published studies. The discrepancies
between our results and those from the literature could therefore be explained by differences in
adjustment procedure, control groups, the multicentric nature of the study or biomarker assay

techniques.

Recruitment from two different sites (Montreal and Vancouver) makes our sample more
representative of the Canadian population. However, nearly 65% of cohort participants had not
been tested for aneuploidy, usually due to the refusal of the screening or the late initiation of
prenatal care, which limits the generalization of our results. Indeed, a difference between the
study participants and the rest of the cohort could introduce a problem of external validity,
which is why we compared the group of women tested with the untested women (data not
shown). The comparison revealed significant differences in some variables (age, ethnicity,
smoking, CD4 values, undetectable viral load, existence of ART at conception). But the high
number of missing values in the group of untested women makes these results difficult to
interpret. It is therefore possible that there are real differences between our sample and the rest
of the cohort, which limit the generalization of our results. These differences could be
explained by the increase in the number of screening over time. The recruitment of most of the
women tested was more recent than the untested cohorts. The evolution of ART
recommendations, starting earlier and earlier in pregnancy and even before, has resulted in an
increase in women on ART in the tested group. This explains the higher number of women
with undetectable viral load and the higher CD4 values in this group. Ultimately, our sample
does not appear to be similar to the rest of the cohort, but it may be more representative of the

current population of women living with HIV in Canada.

Biomarkers of the first trimester of pregnancy

Although not statistically significant, free B-hCG values were slightly lower in cART treated
women compared with untreated women. This trend was reported by 3 previous studies,
whether PI-based or other cART [34-36]. This suggests a possible cross-class effect of cART

or an effect of viral control itself, which deserves further investigation given the
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immunomodulatory properties of B-hCG [38, 39]. In our study, as in previous ones [34, 35],
PAPP-A levels were not significantly affected by cART. Since PAPP-A is a protein that plays
an important role in the local proliferative response, notably in trophoblastic invasion [40], a

sub-normal value is associated with an increased risk of undesirable obstetrical outcomes [41].

Biomarkers of the second trimester of pregnancy

Our results show that AFP serum concentration is significantly increased in HIV-infected
pregnant women receiving cART (whether PI-based or not) compared with untreated women,
while still remaining within normal ranges [42, 43]. Our results corroborate those found by Le
Meaux et al. of 132 subjects, where untreated HIV-infected women were noted to have a
lower AFP serum concentration than women receiving cART or uninfected women in the
control group. They hypothesized that HIV infection may be responsible for a decrease in AFP
concentration that may be restored with cART [16]. At this stage of pregnancy, AFP is
synthesized exclusively by the fetal liver [44] and its release into the placenta is due to an
active transport process [45]. A low concentration of AFP in HIV-infected women may
therefore be due to a disruption of AFP transport through the placenta [16]. The role of AFP is
not completely understood. It seems to participate in fetal growth regulation through the
adjustment of interstitial architecture [46]. Its 'mormalization' attributable to cART may
correspond to a lower rate of intrauterine growth restriction for women receiving cART,

compared to women living with untreated HIV [47].

Previous studies have shown conflicting results on the effect of HIV infection and cART on
other second-trimester biomarkers [15-17, 37, 48]. Most of these reports are case-control
studies comparing women living with HIV to uninfected women, including heterogeneous
cART groups and a relatively small number of subjects. Einstein et al. [15] examined the
impact of cART on biomarker levels of 39 HIV-infected pregnant women and found no
significant difference of AFP, hCG and unconjugated estriol levels between treated and
untreated women. In these studies, the serum marker concentration is expressed as a multiple
of the median (MoM), but adjustment procedures and control variables were not specified.

Similarly, in a study of 55 HIV-positive women receiving PI-based cART and 49 negative
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HIV controls, there was no difference in estradiol (E2) concentration between 12 and 18
weeks of pregnancy (median [IQR] = 5400 pg/ml [3787-8585] vs 5572 ng/ml [4186-7143], p
= 0.96) [49]. It should be noted that this study, which reports unadjusted results, found higher
levels of E2 in HIV-positive women receiving Pl-based cART compared with the control
group from 24 weeks of pregnancy (median [IQR] = 38,116 pg/ml [17,890-54,400] vs 16,854
ug/ml [10,938-33,683], p = 0.0011).

To our knowledge, no study has examined the impact of cART duration and PI exposure on
biomarker concentrations of interest in the first and second trimesters. Since our assessment of
cART impact on biomarkers ended at 21 weeks of pregnancy, we were unable to identify
subsequent biomarker perturbations. Balogun et al. [49] reported that women exposed to PI
prior to conception had higher E2 concentrations in the umbilical cord than those who initiated
treatment after conception. In addition, they observed a negative correlation between umbilical
cord E2 concentration and duration of PI exposure, suggesting that early exposure to PI could

result in greater dysregulation of E2 and increased fetal exposure to elevated levels of E2.

Conclusion

This study suggests that cART, whether PI-based or not, is associated with an increased level
of AFP in the second trimester of pregnancy, but we were unable to show an association with
the duration of cART exposure. Serum concentrations of free f-hCG and PAPP-A (in the first
trimester) or unconjugated estriol, HCG and inhibin A (in the second trimester) were not
significantly associated with cART, irrespective of PI use. These observations seem generally
reassuring for the consequences of early cART use during pregnancy. However, further in-
depth studies are needed, particularly in the second and third trimesters, to better understand

the relationship between cART and placental function.
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Table 1. Population Characteristics

Characteristics Results
Maternal age at term, years, mean * SD 32.14 £5.59
Ethnic Group, n (%)

Afro-Caribbean 211 (62.6)

Caucasian 77 (22.8)

Other 49 (14.5)
BMI, kg/m?, median [IQR] 26.29 [22.96- 30.4]
Nulliparous, n (%) 110 (32.5)
Smoker, n (%)

First trimester 70(20.7)

Second trimester 43 (12.7)
Pre-gestational diabetes, n (%) 2 (0.6)
Spontaneous conception, n (%) 321 (98.2)
Fetal sex, n (%)

Male 163 (48.8)
CD4’, median [IQR]

Absolute, /mm? 531 [341.25- 703.75]

Percentage 32 [24- 39]
Undetectable viral load’, n (%) 203 (60.1)
cART in first trimester, n (%)

NRTIs + Pls 190 (79.5)

NRTIs + NNRTIs 21 (8.8)

NRTIs + INSTIs 28 (7.2)

None 73 (23.4)
cART in second trimester, n (%)

NRTIs + Pls 154 (79.4)

NRTIs + NNRTIs 11 (5.7)

NRTIs + INSTIs 29 (14.9)

None 27 (12.2)

SD: standard deviation; BMI: body mass index; IQR: interquartile range; cART: combination
antiretroviral therapy, NRTIs: Nucleoside reverse transcriptase inhibitors, NNRTIs: Non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitors, Pls : Protease inhibitors, INSTIs : Integrase strand
transfer inhibitors, IUGR : Intrauterine growth restriction

" in the first trimester of pregnancy




Table 2. Association between biomarkers and cART (type and duration)’

Biomarker Crude CI (95%) p- Adjusted CI (95%) p-value
coefficient value coefficient
®) ®)*
PAPP-A
PI-based cART 0.057 -0.046-0.160 0.280  0.002 -0.091 - 0.095 0.968
Other cART 0.074 -0.062—-0.211 0.286  -0.006 -0.127-0.115 0.926
cART exposure duration 0.025 0.007-0.043 0.007 -0.001 -0.017-0.016  0.948
PI exposure duration 0.037 0.015-0.059 0.001 0.009 -0.010-0.029  0.345
Free B-hCG
PI-based cART -0.102 -0.229-0.025 0.116  -0.131 -0.264—0.001 0.052
Other cART -0.123 -0.364-0.118 0.314 -0.164 -0.436-0.108  0.232
cART exposure duration -0.011 -0.042-0.021  0.505 -0.012 -0.043-0.019 0.446
PI exposure duration 0.004 -0.031-0.040  0.801 0.010 -0.027-0.047 0.586
AFP
PI-based cART 0.153 0.069 -0.236  0.000  0.147 0.067—0.227 <0.001
Other cART 0.191 0.091-0.292 0.000 0.176 0.080 - 0.272 <0.001
cART exposure duration 0.004 -0.002 -0.010 0.278  -0.002 -0.009 — 0.004 0.432
PI exposure duration 0.000 -0.007-0.007 0.928 -0.006 -0.013 - 0.002 0.166
Unconjugated cestriol
PI-based cART 0.026 -0.072-0.125 0.600 0.031 -0.046 — 0.108 0.429
Other cART 0.058 -0.060—-0.175 0.333  0.055 -0.036 -0.146  0.231
cART exposure duration 0.012 0.006 - 0.019  0.000 0.004 -0.001 —0.010  0.122
PI exposure duration 0.008 0.000—-0.015 0.049 0.004 -0.002 - 0.010 0.222
Total hCG
PI-based cART 0.023 -0.105-0.152 0.723  -0.001 -0.125-0.124  0.990
Other cART 0.145 -0.008 —0.298 0.063  0.125 -0.022-0.272  0.096
cART exposure duration -0.006 -0.015-0.003 0.187 -0.003 -0.012-0.007  0.544
PI exposure duration 0.000 -0.010-0.010 0.984  3.592E-5 -0.010-0.011 0.995
Inhibin A
PI-based cART 0.032 -0.060 —0.124 0.495  0.055 -0.046 -0.157  0.281
Other cART 0.031 -0.079-0.140 0.583  0.062 -0.057-0.182  0.305
cART exposure duration 0.001 -0.005-0.008 0.740 -0.001 -0.009 - 0.006  0.696
PI exposure duration 0.002 -0.006 — 0.009 0.662  0.001 -0.008 - 0.010  0.814

cART: combination antiretroviral therapy; PI: protease inhibitor; CI: confidence interval

T Control: no cART

* Adjusted for the following control variables: race, maternal age, gestational age at the date of screening , body mass index,

parity, smoking and fetal sex
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Figure 1. Distribution of different biomarkers by class of antiretroviral therapy (ART)
(Box-and-whiskers representation) (a) Pregnancy-associated plasma protein-A -PAPP-A, n= 303, (b)
free B-human chorionic gonadotrophin -Free B-hCG, n= 100, (c) alpha-fetoprotein -AFP, n= 223, (d)
Unconjugated estriol — uE3, n=224, (e) hCG total, n= 233, (f) Inhibin A, n=226.

PI: protease inhibitor; ART: antiretroviral therapy

Boxes extend from the 25th percentile to the 75th percentile (i.e. the interquartile range); lines inside
boxes represent median values. Lines emerging from boxes (i.e. the whiskers) extend to the upper and
lower adjacent values. The lower adjacent value provides an estimate of the lower limit of the array
and represents the first quartile value less 1.5 times the difference between the first and third quartiles.
The upper adjacent value provides an estimate of the upper limit of the array and represents the third
quartile value plus 1.5 times the difference between the first and third quartiles. Values outside these
limits are outliers represented by dots.
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Supplemental figure 1. Flow chart of the inclusion/exclusion criteria.
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5.2 Résultats complémentaires a ’article 1

5.2.1 Pourcentage de faux positif au test de dépistage des aneuploidies

Le dépistage était positif chez 19 femmes dont les enfants se sont révélés normaux

donc une proportion de faux positif de 5.62%.
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5.3 Article 2
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Abstract

Introduction: The increasingly widespread use of early antiretroviral therapy (ART) during
pregnancy has significantly reduced the rate of perinatal HIV transmission. However, studies
have shown an association between premature delivery and the use of ART during pregnancy
(particularly protease inhibitor (PI)-based therapies), which could be explained by induction of
placental dysfunction. The objective of this study was to evaluate the association of ART
(class, duration of exposure and time of initiation) with placental function by using angiogenic
factors placental growth factor (PIGF) and soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) as
biomarkers.

Methods: Clinical and biological data from 159 pregnant women living with HIV were
analyzed. Levels of each biomarker were measured in the first and second trimester of
pregnancy. After logarithmic transformation, they were compared using generalized
estimating equations according to a) the type of ART; b) the duration of exposure to ART; and
¢) the time of initiation of ART.

Results: After adjustment for variables including ethnicity, maternal age, gestational age,
body mass index, parity, smoking status, and gender of the fetus, we found no significant
association between the class of ART (PI-based or not) and serum concentrations of PIGF or
sFlt-1. Furthermore, no significant association was found between biomarker levels and the
duration of ART exposure or the timing of ART initiation (pre- or post-conception).
Conclusion: This study suggests that first and second trimester angiogenic factor levels do not
appear to be significantly associated with ART, regardless of the duration or type (with or
without PI). These observations seem reassuring when considering the use of ART during

early pregnancy.
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Introduction

An estimated 17.8 million of the 36.7 million people living with HIV in 2016 were women of
childbearing age (15 years and older) [1]. Despite their infection, many of these women desire
to have children [2]. Antiretroviral therapy (ART) reduces the rate of HIV transmission from
mother to child to 1-2%, compared to 15-40% without intervention [3]. ART also improves
the health status of the mothers, raises their quality of life and prolongs their life expectancy,
leading more and more women living with HIV to conceive [2]. According to current
recommendations, all adults living with HIV should be treated with ART [4]. As a result, most
HIV-infected women are already on ART at the time of conception and early pregnancy,

whereas in the past ART was initiated only in the second trimester of pregnancy [5].

Although ART has reduced rates of adverse perinatal outcomes such as stillbirth, intrauterine
growth restriction and preterm birth associated with maternal HIV infection [6, 7], these rates
are still higher for women living with HIV while receiving ART compared to HIV-negative
women [8-14]. These adverse pregnancy outcomes may be related to the class of ART used

during pregnancy, notably to protease inhibitor (PI) regimens [8, 9, 14-18].

Antiangiogenic effects have been reported following the use of some PIs [19, 20]. Placental
growth factor (PIGF) and the soluble receptor, soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) are
respectively pro- and anti-angiogenic factors. During pregnancy, they are released into the
maternal circulation by the placenta and participate in vasculogenesis and feto-placental
angiogenesis. Increased sFlt-1 and decreased free PIGF levels in maternal blood, or increased
sFlt-1/ PIGF ratio are directly implicated in the pathophysiology of preeclampsia, including
maternal endothelial dysfunction [21-28]. A change in these factors is also associated with
other complications during pregnancy, such as intrauterine growth restriction [26, 29],
premature delivery [30], spontaneous abortion and stillbirth [25, 31, 32], suggesting that
placental stress reactions triggered by poor placental perfusion may lead to systemic changes
in angiogenic factors [33-35]. These observations have been noted in cohorts of women living

with HIV [36].
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We hypothesized that pregnant women living with HIV who receive PI-based ART may have
impaired placental function compared to untreated women living with HIV, altering the
plasma concentration of the angiogenic factors placental growth factor (PIGF) and soluble
fms-like tyrosine kinase-1 (sFIt-1). These disturbances could be influenced by the duration of
ART exposure or by the timing of ART initiation. The objective of this study was to evaluate
the association of the class, duration and timing of initiation of ART with serum

concentrations of PIGF and sFIt-1 biomarkers, in the first and second trimesters of pregnancy.

Methods

This study used data from the database of pregnant women living with HIV who were
consented and enrolled at their first perinatal visit in the prospective cohort of Centre maternel
et infantile sur le SIDA (CMIS), CHU Sainte-Justine, Montreal, QC, Canada. The CMIS
database and biobank contain information and biologic samples from more than 900 mother-
child pairs and enrols approximately 40 additional pairs annually. Desidentified data are

collected and managed using REDCap electronic data capture tools [37].

This study included data from pregnant women who were enrolled between January 2003 and
March 2017 who underwent blood testing during the first trimester (5-14 weeks) and second
trimester (15-28 weeks) of pregnancy. Maternal serum samples collected during clinical visits
were stored at -80°C. Levels of PIGF and sFlt-1 were measured using DuoSet Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) kits (R&D systems, Minneapolis, MN). Lower limits of
detection were 15.6 pg/ml (sFlt-1) and 62.5 pg/ml (PIGF). In all cases, both biomarkers were

assayed using the same serum aliquot.

Gestational age was defined based on the crown-rump length from the first-trimester
ultrasound, if available, and otherwise from the date of the last menstrual period or the second

trimester ultrasound.

Women living with HIV were categorized according to ART exposure at first and second

trimester (PI-based ART, other ART, or no treatment). The duration of ART exposure during
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pregnancy was expressed in weeks since conception. Time of initiation of ART was defined

relative to conception (either before conception or during pregnancy).

Statistical analysis

Descriptive analyses were conducted on the socio-demographic, clinical and biological data of
the participants. For each categorical and continuous variable, a description of the sample with
proportions or mean (with standard deviation) or median with interquartile range (IQR)
respectively, was performed. The Wilcoxon test for matched samples was used to compare
serum marker concentrations in the first and second trimesters.

To account for repeated measurements from the same individuals in the first and second
trimesters of pregnancy, linear generalized estimating equations (GEE) were used to analyze
the association between ART (class, duration of exposure and initiation time) and plasma
concentration of the two biomarkers. A first-order autoregressive (AR1) correlation matrix
was used. Models were adjusted for potential confounding factors previously identified in a
review of the literature, including ethnicity, parity, maternal age, gestational age, body mass
index (BMI), smoking status and gender of the fetus [38-42]. Confounding variables that
resulted in a +/- 10% variation of the regression coefficient when introduced into the bivariate
model were retained in the final model. All variables with a p<0.05 were also included in the
final model. As suggested by residual analysis, a logarithmic transformation of biomarkers
levels was performed. Using sensitivity analyses, we considered models with different
unstructured or exchangeable correlation matrices and compared these models using Quasi-
likelihood under Independence Model Criterion (QIC). A value of p<0.05 was considered
statistically significant. 95% confidence intervals are shown. Statistical analyses were

performed using IBM SPSS Statistics for Windows version 24 (IBM Corp, Armonk, NY).

This study was approved by the Research Ethics Committee of CHU Sainte-Justine. All

participants provided written informed consent.

Results

A total of 318 paired serum samples from 159 pregnant women living with HIV were

analyzed. Demographic, clinical and biological characteristics of the participants are presented
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in Table 1. In the first trimester, nearly 69% of women were receiving ART, 82% of whom
were receiving Pl-based regimens. In the second trimester, more than 96% were receiving
ART, 87% of which were Pl-based. The mean duration of ART exposure from the start of
pregnancy to first-trimester and second-trimester biomarker testing was 9.5 + 2.9 weeks and

14.8 = 7.1 weeks, respectively.

The median concentration of PIGF in the first trimester was 93.5 pg/ml [IQR = 74.2-129.0]
compared to 229.0 pg/ml [IQR = 154.8-329.0] in the 2nd trimester (p <0.0001). The median
concentration of sFIt-1 in the first trimester was 3372.7 pg/ml [IQR = 1736.7-5781.8]
compared to 4009.1 pg/ml [IQR = 2600.0 - 8236.4] in the second trimester (p = 0.006). Figure
1 shows the distribution of the different biomarkers according to the class of ART. Bivariate
comparisons are presented in Table 2.

After adjustment, no significant association was found between the class of ART (whether IP-
based or not) and the level of PIGF, sFlt-1 or the PIGF/SFIt-1 ratio (Table 2). Furthermore, no
significant association was found between serum angiogenic factors and duration of ART
exposure (including all PI-containing ART) or initiation time (pre-conception versus during

pregnancy) (Table 2).

Discussion

Our study shows that, for women living with HIV, first and second trimester angiogenic factor
concentrations are not significantly associated with ART exposure of any type and duration,
nor are they associated with the timing of treatment initiation (pre-conception or during
pregnancy). The positive association of these angiogenic factor concentrations with gestational

age is consistent with data from HIV-negative pregnant women [43].

The absence of an HIV-negative control group in this study is a limitation that prevents us
from assessing the impact of HIV infection itself on angiogenic factors and whether the
infection itself can lead to dysregulation of angiogenesis. However, it seems unlikely that viral
activity has much of an influence on angiogenic factor concentrations when we consider the

similarity of levels in the untreated group (with a detectable viral load) compared to treated.
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The heterogeneity of ART regimens received by women is another limitation of our study (see
Supplemental table 1 in appendix). However, repeated measurements in the first and second
trimester increased the number of observations, giving us a greater statistical power.
Measurements of the levels of angiogenic factors were all performed on the same day to
minimize inter-assay variability. We also attempted to eliminate bias with a conservative

method of adjustment for potential confounding factors.

Very few studies have explored the relationship between ART and the serum concentration of
these angiogenic factors during pregnancy. Studies in oncology, however, have suggested anti-
angiogenic effects for some PIs [19, 20]. The effects of PIs on placental vascular system
formation and fetal development have to date only been examined in a mouse model [44].
Mice exposed to ART had significantly smaller fetuses and placentas compared to controls.
Litter size and fetal viability were negatively impacted by exposure to two nucleoside analogs
and two PlIs at doses equivalent to human therapeutic doses. Although PIGF levels were

unchanged, significantly lower levels of placental sFlt-1 were noted [44].

Lower PIGF levels were reported in South Africa amongst pregnant women living with HIV,
compared to uninfected pregnant women, whether or not they were preeclamptic [45].
However, the sample size in that study was small (27 HIV-negative and 31 HIV-positive
women) and the authors did not specify if the subjects were receiving ART. By contrast,
Govender et al. reported no relationship between HIV infection and angiogenic factors
measured in the third trimester of pregnancy, but provided no details concerning ART

exposure [24].

Our results are consistent with those of a recent study in Uganda of 326 HIV-positive pregnant
women who began receiving ART in the second trimester. That study reported no significant
difference in the levels of angiogenic factors according to the class of ART (PI vs non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) [36]. Similarly, another study of a cohort
of 71 women whose ART was initiated after 26 weeks of pregnancy also found no association
between the duration of ART exposure or changes in angiogenic factor concentrations [46].

The authors reported no significant changes in angiogenic marker levels after one month of
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ART, and no significant differences in serum concentration of sFlt-1 or PIGF relating to the

type of ART (NNRTI versus PI).

To our knowledge, our study constitutes the first report on first-trimester angiogenic marker
levels in a cohort of women who received early exposure to ART during pregnancy. It is
possible that ART is associated with a higher risk of preterm birth, but our results show that
the pathophysiological mechanism is unlikely through an early and direct effect on placental
angiogenesis. Immune restoration as a result of ART initiation is a hypothesis that needs to be
explored [47]. Indeed, a study from the United Kingdom suggests that ART-induced immune
reconstitution plays a central role in the pathogenesis of pre-eclampsia in pregnant, HIV-
infected women receiving ART. HIV infection could be associated with a low risk of

preeclampsia and this risk restored to the expected values in women treated with ART [47].

Conclusion

This study suggests that ART, whether Pl-based or not, is not associated with the serum
concentration of angiogenic factors PIGF and sFlt-1 in the first and second trimesters of
pregnancy. There is also no significant association with duration of treatment or timing of
treatment initiation (before conception or during pregnancy). These observations seem
generally reassuring for the potential consequences of early ART use during pregnancy.
Further studies are needed to understand the relationship between ART and adverse pregnancy

outcomes.
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Table 1. Population characteristics

Characteristics Results n=159
Maternal age at term, years, average = SD 324+5.1
Ethnicity, n (%)
Afro-Caribbean 130 (81.8)
Caucasian 25 (15.7)
Other 4(2.5)
BMI, kg/mz, median [IQR] 26.3 [23.5-30.2]
Nulliparous, n (%) 52 (32.7)
Smoker, n (%)
1** trimester 15(9.4)
2" trimester 6 (3.8)
Chronic hypertension, n (%) 3(1.9)
Gestational hypertension or preeclampsia, n (%) 1509.4)
Gender of fetus, n (%)
Male 82 (51.6)
CD4', median [IQR]
Total/mm’ 536.5 [381.5-725.3]
Percentage 30 [23-37]
Undetectable viral load’, n (%) 92 (57.9)
cART at 1* trimester, n (%) 109 (68.6)
NRTIs + PIs 89 (81.7)
NRTIs + NNRTTs 10 (9.17)
NRTIs + INSTIs 10 (9.17)
None 50 (31.4)
cART at 2" trimester, n (%) 153 (96.2)
NRTIs + PlIs 131 (85.6)
NRTIs + NNRTIs 10 (6.5)
NRTIs + INSTIs 12 (7.8)
None 6 (3.9)
IUGR, n (%) 29 (18.2)
Preterm delivery, n (%) 25 (15.7)
Miscarriage, n (%) 1(0.6)

SD: standard deviation; BMI: body mass index; IQR: interquartile range; cART: combination
antiretroviral therapy, NRTIs: Nucleoside reverse transcriptase inhibitors, NNRTIs: Non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitors, PIs: Protease inhibitors, INSTIs : Integrase strand transfer inhibitors,
IUGR : Intrauterine growth restriction

" in the first trimester of pregnancy.




Table 2. Association between biomarkers and ART (type, duration and initiation time)

Biomarkers Crude CI (95%) p- Adjusted Adjusted CI p-value
coefficient value coefficient (95%)
PIGF
PI-based ART ' 0.238 0.166-0.310  0.000 0.018" -0.051 - 0.088 0.611
Other ART | 0.201 0.095-0.307  0.000 0.028" -0.064 - 0.121 0.552
ART exposure duration 0.020 0.014-0.026  0.000 0.001° -0.006 - 0.007 0.873
PI exposure duration 0.018 0.011-0.025  0.000  0.000° -0.007 - 0.006 0.936
Time of ART initiation* -0.019 -0.089-0.051  0.592  0.000 -0.066 - 0.066 0.997
sFlt1
PI-based ART ' 0.306 0.109-0.503  0.002 0.177° -0.032 - 0.386 0.097
Other ART ' 0.233 -0.108 - 0.573  0.180  0.091° -0.246 - 0.428 0.597
ART exposure duration 0.003 -0.008-0.015 0.584  -0.001° -0.014 - 0.012 0.872
PI exposure duration 0.007 -0.004-0.019 0.218  0.002¢ -0.010 - 0.015 0.722
Time of ART initiation* 0.085 -0.074 - 0.244  0.294 0.024° -0.139-0.188 0.772
sFIt1/PIGF Ratio
PI-based ART ' 0.033 -0.179-0.245 0.759  0.145 -0.076 - 0.366 0.199
Other ART ' -0.036 -0.386-0.314 0.840  0.063" -0.319 - 0.445 0.747
ART exposure duration -0.014 -0.028 - 0.000  0.044  0.000° -0.018 - 0.017 0.956
PI exposure duration -0.007 -0.021 - 0.006  0.299  0.003° -0.013-0.019 0.683
Time of ART initiation* 0.104 -0.071-0.279 0.243  0.028° -0.152-0.208 0.761

ART: antiretroviral therapy; PI: protease inhibitor; CI: confidence interval

" Control: no ART

* Control: ART initiated during pregnancy

* Adjusted for gestational age at the date of test and ethnicity.

® Adjusted for gestational age at the date of test, body mass index and ethnicity
° Adjusted for gestational age at the date of test and body mass index.

¢ Adjusted for gestational age at the date of test and maternal age.

° Adjusted for gestational age at the date of test, maternal age and ethnicity

" Adjusted for gestational age at the date of test, maternal age, body mass index, parity, and gender of the fetus.

69



a) b)
20004 2000+
1500 15001
E E
= =)
& &
g 1000~ g 1000+
2 2 "
T8 L ;
g 0 g
o o
S0 500
Q
= B
e é
0 [
T I I T I T
no ART Pl other regimens no ART PI other regirnens
First trimester Second trimester
<) d)
25000+ 25000+
]
=]
o
20000 o 20000 3
[+]
[y = 0 *
E ° E o
E 150001 g 15000
® o ]
3 ° 3
o 10000 o 10000
= =
'8 I8
w w
5000 5000
3645 14 - 5 3895
2555
[ ! -
T T T T T T
no ART Pl other regimens no ART Pl other regimens
First trimester Second trimester
e) f)
30+ 0o+
257 250
[+]
3 (-]
'g Ll o 8 g 2007
g 0 g
w L
9 1501 g 1501
[ o
< <
E 100+ E 100+
-]
-] 7 50-1
g 13
s 16 -1?
[ [
T T T T T T
no ART Pl other regimens no ART Pl other regimens
First trimester Second trimester




Figure 1. Biomarker distribution by class of antiretroviral therapy (Box-and-whiskers
representation). (a) Placental growth factor level (PIGF) in 1* trimester; (b) PIGF level in 2™ trimester;
(c) soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) level in 1% trimester; (d) sFlt-1 level in 2™ trimester (e)
sFIt-1/P1GF ratio in ' trimester; (f) sFlt-1/PIGF ratio in 2™ trimester

The boxes extend from the 25™ percentile to the 75™ percentile (i.e., the interquartile range); lines
inside boxes represent median values. Lines emerging from boxes (i.e., the whiskers) extend to the
upper and lower adjacent values. The lower adjacent values provide an estimate of the lower limit of
the array and represents the first quartile value less 1.5 times the difference between the first and third
quartiles. The upper adjacent value provides an estimate of the upper limit of the array and represents
the third quartile value plus 1.5 times the difference between the first and third quartiles. Values
outside these limits are outliers.

ART: antiretroviral therapy; PI: protease inhibitor

Supplemental tablel. Nucleoside reverse transcriptase inhibitors exposure

n (%) 1* trimester 2" trimester
n=109 n=153
Zidovudine -Lamivudine 35(32.1) 73 (47.7)
Zidovudine -Abacavir 2(1.8) 4(2.6)
Zidovudine-Didanosine 0(0.0) 1(0.7)
Abacavir- Lamuvidine 33 (30.3) 36 (23.5)
Tenofovir - Emtricitabine 39 (35.8) 39 (25.5)

5.4 Résultats complémentaires a ’article 2

5.4.1 Statut immunitaire : valeur des CD4

La valeur médiane des cellules CD4 au premier trimestre, était de 536 cellules/ml [1IQ
= 381— 725] contre 574 cellules/ml [1IQ = 388 — 754] au deuxiéme trimestre (p =0.05). Le
pourcentage médian de CD4 au premier trimestre était de 30% [11Q = 23 — 37] comparé a 31%
[IIQ = 25 — 40] au deuxieme trimestre (p < 0.001). L’introduction des CD4 (en valeur absolue
et en pourcentage) comme covariable dans les modéles finaux donne des résultats similaires a

ceux présentés dans I’article 2.



6 Discussion générale

Cette étude visait a évaluer I’association entre la TAR et le fonctionnement du placenta
par le dosage de biomarqueurs du dépistage des aneuploidies et de facteurs angiogéniques.

Nos résultats indiquent que, chez les femmes enceintes vivant avec le VIH :

- les biomarqueurs de la fonction placentaire utilisés au premier et au deuxiéme
trimestre pour le dépistage des aneuploidies ne sont pas significativement associé€s au type de
TAR, en dehors de I’AFP dont la concentration sérique est significativement augmentée sous
TAR (a base d’IP ou non) en comparaison a celles non traitées avec TAR, tout en restant dans

des intervalles normaux (inférieur a 2.5 MdM).

- les facteurs angiogéniques PIGF et SFIt-1 ne sont pas significativement associés a la
TAR quel que soit le type et la durée d’exposition. IIs ne sont pas non plus associés au
moment d’initiation du traitement (avant la conception ou au cours de la grossesse). Par
contre, leurs concentrations augmentent de facon significative au cours de la grossesse entre le

premier et le deuxiéme trimestre en accord avec les données des femmes non infectées par le

VIH.

6.1 Biomarqueurs du premier trimestre de la grossesse : PAPP-A
et B-hCG

Bien que ce ne soit pas statistiquement significatif, les valeurs de B-hCG libre étaient
légerement plus faibles chez les femmes traitées que chez les femmes non traitées. Cette
méme tendance a été rapportée par 3 études, pour des TAR a base d’IP ou non (49, 125, 126).
Cela suggere un possible effet de classe croisée de la TAR ou un effet du controle viral lui-
méme, ce qui mérite un examen plus approfondi, compte tenu des propriétés
immunomodulatrices de B-hCG (138, 139). Dans notre étude comme dans les précédentes (49,
125), les niveaux de PAPP-A ne sont pas significativement changés par la TAR. La PAPP-A

étant une protéine qui joue un rdle important dans la réponse proliférative locale, notamment



I’invasion trophoblastique (59), son niveau en deca des valeurs normales est associé¢ a un

risque accru de survenue d’issues obstétricales indésirables (140).

6.2 Biomarqueurs du deuxiéme trimestre de la grossesse : AFP,
hCG total, uE3, inhibine A

Nos résultats montrent que la concentration sérique de I’AFP est significativement
augmentée chez les femmes enceintes vivant avec le VIH sous TAR (a base d’IP ou non) en
comparaison a celles non traitées, tout en restant dans des intervalles normaux (141, 142). Nos
résultats corroborent ceux retrouvés par Le Meaux et al. sur 132 sujets, qui ont noté que les
femmes infectées par le VIH non traitées présentaient une concentration sérique d’AFP
inférieure a celle des femmes sous TAR et aux femmes non infectées du groupe controle. Ils
ont émis 1'hypothése que l'infection a VIH pourrait étre responsable d'une diminution de la
concentration de I’AFP pouvant étre rétablie par la TAR (24). En effet, a ce stade de la
grossesse, I'AFP est exclusivement synthétisée par le foie foetal (143) et sa libération dans le
placenta est due a un processus de transport actif (144), de sorte que la faible concentration
d'AFP chez les femmes infectées par le VIH peut étre due a une perturbation du transport de
cette protéine a travers le placenta (24). Le role de I’AFP n’est pas complétement compris.
Elle semble participer a la régulation de la croissance feetale, par 1’ajustement de 1’architecture
interstitielle (145). Sa « normalisation » par la TAR pourrait donc correspondre au plus faible
taux de RCIU chez les femmes sous TAR que chez les femmes vivant avec le VIH non traitées

(146).

Toutefois, il est a noter que dans notre cohorte, une étude ultérieure avait trouvé une
association significative entre la survenue d’accouchement prématuré et 1’utilisation des IP
boosté¢ notamment par le ritonavir. Parmi les femmes traitées par une TAR pendant la
grossesse, le risque d’accouchement prématuré était significativement plus élevé chez les
femmes ayant recu un IP boosté par rapport a un IP non boosté (aOR 2,04, IC a 95% 1,02—
4,14) (147).
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Des études antérieures ont révélé des résultats contradictoires sur l'effet de I’infection a
VIH et de la TAR sur les autres biomarqueurs de deuxiéme trimestre (23-25, 127, 128). Il est a
noter que la plupart de ces études sont des études transversales analytiques qui comparent des
femmes vivant avec le VIH a des femmes non infectées par le VIH, incluant un nombre
relativement limité de sujets et avec des groupes de TAR hétérogeénes. Ainsi, Einstein et al.
(23), ont étudié l'association entre la TAR et les niveaux de biomarqueurs de 39 femmes
enceintes infectées par le VIH et n'ont trouvé aucune différence significative entre les niveaux
d'AFP, d'hCG ou d'oestriol non conjugué entre les femmes traitées et non traitées. Dans ces
¢tudes, la concentration sérique des marqueurs est exprimée en multiple de la médiane (MoM)
mais les procédures d’ajustement et les variables de contrdle n’étaient pas précisées. De
méme, dans une étude portant sur 55 femmes vivant avec le VIH sous TAR a base d’IP et 49
controles VIH négatifs, il n’y avait pas de différence de la concentration d’cestradiol (E2) entre
12 et 18 semaines (médiane [IQT] = 5400 pg/ml [3787-8585] vs 5572 pg/ml [4186-7143], p=
0.96) (148). A noter que cette étude, qui rapportent des résultats sans ajustement, a trouvé des
concentrations plus élevées d’E2 chez les femmes vivant avec le VIH sous TAR a base d’IP en
comparaison avec le groupe contrdle a partir de 24 semaines (médiane [IQT] = 38 116 pg/ml

[17 890-54 400] vs 16 854 pg/ml [10 938-33 683], p=0.0011).

Pour ce qui concerne la durée d’exposition a la TAR et aux IP, aucune étude, a notre
connaissance n’a ¢étudi¢ leur association avec la concentration des biomarqueurs d’intérét au
premier et au deuxiéme trimestre. Notre évaluation de 1’association entre la TAR et les
biomarqueurs se terminant a 21 semaines, il est possible que nous ne puissions mettre en
¢vidence des perturbations des biomarqueurs qui apparaitraient plus tard au cours de la
grossesse. Ainsi, Balogun et al. (148), ont noté que les femmes exposées aux [P avant la
conception présentaient une concentration d’E2 plus ¢élevée dans le sang de cordon que celles
qui avaient initié le traitement aprés la conception. En outre, ils ont observé une corrélation
négative entre la concentration d'E2 dans le sang de cordon et la durée d’exposition aux IP,
suggérant que l'exposition précoce aux IP pourrait entrainer une plus grande dysrégulation de

I'E2 et une exposition feetale a des niveaux plus élevés d'E2.
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6.3 Facteurs angiogéniques PIGF et sFIt-1

Trés peu d’études ont exploré les relations entre la TAR et la variation de la
concentration sérique de ces facteurs angiogéniques au cours de la grossesse. Des études en
cancérologie, avaient pourtant ultérieurement suggéré des effets anti-angiogéniques pour
certains IP (133, 134). L’effet des IP sur la formation du systéme vasculaire placentaire et le
développement du feetus a été étudi¢ dans un modéle murin (135). Les souris exposées a la
TAR avaient des feetus et des placentas significativement plus petits que les témoins. En effet,
la taille des portées et la viabilité du feetus ont été négativement affectées par I'exposition a la
TAR constituée de deux INTI et un IP a des doses équivalentes aux doses thérapeutiques
humaines. Alors que les niveaux de PIGF étaient inchangés, des niveaux significativement

plus bas de sFIt-1 ont été trouvés dans les placentas (135).

Des niveaux plus faibles de PIGF ont été rapportés, en Afrique du Sud, chez des
femmes enceintes vivant avec le VIH comparativement aux femmes non infectées, qu’elles
soient prééclamptiques ou non (129). Cependant, la taille de 1'échantillon dans cette étude était
faible (27 femmes non infectées et 31 femmes vivant avec le VIH) et les auteurs ne précisaient
pas si les sujets étaient sous TAR. Par contre, Govender et al., sans fournir de détails non plus
sur ’exposition a la TAR n’ont pas montré une relation entre I’infection par le VIH et les

facteurs angiogéniques mesurés au troisieme trimestre de la grossesse (130).

Nos résultats concernant 1’association entre la TAR et les concentrations des facteurs
angiogéniques PIGF et sFlt-1 vont dans le méme sens que ceux d’une étude récente en
Ouganda portant sur 326 femmes enceintes qui avaient débuté la TAR au deuxiéme trimestre.
Cette étude ne rapportait aucune différence significative dans les niveaux de facteurs

angiogéniques selon le groupe de TAR (IP vs INNTI) (132).

A notre connaissance, nos données sont les premicres publiées sur les marqueurs
angiogéniques au premier trimestre dans une cohorte de femmes chez qui I’exposition a la
TAR en grossesse était précoce. Elles montrent que, méme si la TAR est associée a un risque

plus élevé de prééclampsie, le mécanisme physiopathologique ne repose probablement pas sur
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des changements directs des marqueurs angiogéniques au premier et au deuxieéme trimestre. En
effet, une étude menée en Angleterre suggere que la reconstitution immunitaire induite par la
TAR joue un rdle central dans la pathogénése de la prééclampsie chez la femme enceinte
infectée par le VIH. L’infection a VIH est associée a un faible risque de prééclampsie et ce

risque est rétabli aux valeurs attendues chez les femmes traitées par une triple TAR (149).

6.4 Avantage, limites et sources de biais

Cette étude comporte des avantages et des limites. L'absence d'un groupe témoin non
infecté¢ par le VIH dans cette étude est une limite qui nous empéche de discuter du réle
spécifique de l'infection par le VIH sur les biomarqueurs de la fonction placentaire et les
facteurs angiogéniques. En effet, il est possible que l'infection elle-méme entraine une
dysrégulation de l'angiogenese et de la fonction placentaire mais cela n’a pas pu étre validé

dans 1’étude.

Par ailleurs, bien que le dosage des marqueurs des aneuploidies ait été effectué avec
des outils de mesure objectifs et non biaisés dont la fiabilité et la validité ont ét¢ démontrées,
I’hétérogénéité des techniques de dosage utilisées au cours de la période d’étude constitue une
autre limite a notre étude. Les dosages des facteurs angiogéniques ont par contre été réalisés le
meéme jour afin de maximiser ’homogénéité des résultats. Par ailleurs, le sérum maternel a été
stocké a -80°C pendant plusieurs années (14 ans pour les plus anciens) avant le dosage des
facteurs angiogéniques. Ce temps de stockage pourrait affecter les concentrations sériques de
PIGF et de sFIt-1 (91). Les résultats des dosages de ces deux facteurs seraient par contre, peu
affectés par quelques cycles de congélation- décongélation (150). L hétérogénéité des régimes
de TAR administrée aux femmes constitue également une limite a notre étude. Finalement,
comme il s’agit d’une étude observationnelle, il est impossible d’inférer tout lien de causalité.
En effet, une association statistiquement significative entre la TAR et I’augmentation de la
concentration sérique de ’AFP a été trouvée chez les femmes enceintes vivant avec le VIH,

mais nous ne pouvons parler de lien de causalité.
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Un des avantages importants de 1’étude est la puissance statistique (100%) et la
précision qui réduit le role du hasard dans I’interprétation des résultats. En effet, la taille de
I’échantillon de 1’étude, plus grande que celle des études précédentes, ainsi que les mesures
répétées au premier et deuxieme trimestre implique une plus grande puissance statistique qui

nous a permis de comparer les femmes selon le type de TAR.

6.4.1 Validité externe, biais de sélection et biais d’information

La cohorte analysée était composée de femmes enceintes vivant avec le VIH. Le
recrutement effectué sur deux différents sites (Montréal et Vancouver) rend notre échantillon
plus représentatif de la population cible. En effet, 11 est possible que la généralisation puisse se
faire au-dela de D’échantillon, car celui-ci semble relativement bien représentatif de la
population des femmes enceintes vivant avec le VIH du Canada. Par contre, la généralisation a
des populations de femmes vivant avec le VIH dans des pays en développement est limitée car
le type de TAR disponible est souvent différent, et I’initiation précoce de la TAR en grossesse

moins fréquente.

Par ailleurs, prés de 65% des participantes de la cohorte n’avaient pas bénéfici¢ de
dépistage des aneuploidies. Les raisons pour lesquelles ces patientes n’ont pas eu de dépistage
n’étaient pas disponibles dans notre base de données. D’apres les équipes cliniques, il s’agirait
principalement des raisons suivantes : refus du dépistage, début tardif du suivi prénatal,
grossesse gémellaire. Une différence entre les participantes a 1’étude et le reste de la cohorte
pourrait introduire un probléme de validité externe, raison pour laquelle nous avons effectué
une comparaison entre le groupe des femmes testées et celui des femmes non testées (voir
annexe 5). La comparaison a révélé des différences significatives dans certaines variables
(age, origine ethnique, tabagisme, valeurs des CD4, charge virale indétectable, existence de
TAR lors de la conception). Mais le nombre ¢élevé de valeurs manquantes dans le groupe des

femmes non testées, rend ces résultats difficiles a interpréter. Il est donc possible qu’il existe
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des différences réelles entre notre échantillon et le reste de la cohorte, qui limitent la
généralisation de nos résultats. Ces différences pourraient s’expliquer par 1’augmentation du
nombre de dépistage au fil du temps. Le recrutement de la plupart des femmes testées a été
plus récent que les non testées de la cohorte (annexe 5). L’évolution des recommandations en
matiere de TAR dont le démarrage commence de plus en plus tot durant la grossesse voire
avant, a eu pour conséquence une augmentation des femmes sous TAR dans le groupe testé.
Ce qui explique le nombre plus élevé de femmes avec une charge virale indétectable et les
valeurs plus élevées de CD4 dans ce groupe. En définitive, notre échantillon semble ne pas
étre similaire au reste de la cohorte mais il pourrait étre plus représentatif de la population

actuelle des femmes vivant avec le VIH au Canada.

Par ailleurs, il n’est pas impossible quoique peu plausible qu'un biais de sélection
entache la validité de 1’¢tude. En effet, les betas calculés pourraient étre biaisés si les femmes

non incluses dans 1’étude étaient celles qui n’étaient pas sous TAR et qui avaient de plus faible

ou forts niveaux de biomarqueurs.

Une autre limite concerne la possibilité de biais d’information due a I’observance du
traitement qui n’a pas été prise en compte dans 1’analyse. L’absence d’information sur la prise
réelle des médicaments antirétroviraux pourrait entrainer une erreur de classification de la
variable d’exposition (la TAR). En effet, une participante qui ne prend pas son traitement
serait assimilable a une participante sans TAR. Il semble cependant plus censé¢ que ce biais
soit non différentiel et entraine une sous-estimation des estimés. Il en est de méme pour des
variables auto-rapportées comme le tabagisme, qui a un effet sur la concentration des
différents biomarqueurs. Le tabagisme pourrait donc étre sujet a un biais associé¢ a la mauvaise
classification des fumeuses en raison de la désirabilité sociale qui est d'autant plus importante
pendant la grossesse. Ainsi, un biais de confusion résiduel di a une erreur de classification des

fumeuses « non avouées » est possible.
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6.4.2 Biais de confusion

Comme dans toute étude observationnelle, il y a un potentiel important de biais de
confusion. Pour minimiser ce biais, nous avons ajusté pour les facteurs de confusion potentiels
par une stratégie de modélisation multivariée. En effet, une multitude de variables (age
maternel, IMC, tabagisme, appartenance ethnique, age gestationnel sexe du feetus, etc.) ont été
testées dans les modeles pour s’assurer d’un controle adéquat de la confusion potentielle. Par
contre, malgré cette stratégie, il est possible qu’il ait persisté de la confusion résiduelle dans
nos analyses pour une variable non mesurée qui aurait pu agir en tant que variable de
confusion. Les facteurs de confusion ont été également controlés grace aux critéres

d’exclusion comme les grossesses multiples et les aneuploidies.

6.4.3 Problématique de la multiplicité des tests et analyse en sous-groupe

La crédibilit¢ de nos résultats pourrait €tre affectée par la multiplicité des tests qui
entrainerait une inflation du risque a, surtout en 1’absence de procédure d’ajustement du seuil
de significativité ou de controle de cette erreur (de premicre espeéce), comme c’est le cas dans
notre étude. Par ailleurs, 1’analyse réalisée sur le sous-groupe des femmes recevant la thérapie
a base d’IP, pourrait aussi entrainer une inflation du risque d’erreur statistique de deuxi¢me

espece, c’est-a-dire d’erreur B d’autant plus que I’effectif des sous-groupes est réduit.

6.5 Implication pour la santé publique

Le VIH est un probleme de santé mondiale et affecte toutes les populations incluant le
Canada et toutes les populations de femmes en age de procréer. Un nombre non négligeable de
femmes vivant avec le VIH au Canada peuvent désormais donner naissance a des enfants avec
un risque quasi nul de transmission du VIH grace a la mise sous TAR. Il est cependant
fondamental d’étudier les effets potentiels de cette TAR chez les enfants exposés en grossesse
pour leur assurer un devenir adéquat. Les résultats de cette étude contribuent a une meilleure

compréhension de la relation entre la TAR et les complications périnatales, aidant ainsi a
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I’avancement du programme de recherche qui vise a mieux comprendre la pathophysiologie de

cette relation pour ainsi se répercuter sur la santé des enfants.

Nos résultats seront intégrés a la prochaine mise a jour des lignes directrices
canadiennes sur la prise en charge des femmes vivant avec le VIH pendant leurs grossesses
(14), en renforgant le niveau de preuve quant a I’innocuité de 1’utilisation précoce de la TAR
durant la grossesse. Ce renforcement permettra peut-étre de faciliter la prescription et la
compliance au TAR avant la conception, de diminuer le risque de transmission périnatale du
VIH et donc d’améliorer le devenir autant des meres vivant avec le VIH que de leurs enfants.
En effet, le risque de transmission périnatale du VIH est pratiquement nul lorsque les femmes
débutent une TAR avant la conception et maintiennent une charge virale indétectable pendant

la grossesse (151).

Comprendre la relation entre infection a VIH, TAR et dépistage de l'aneuploidie est
plus important que jamais, car les femmes représentent la moitié des cas d'infection par le VIH
dans le monde et la majorité¢ d'entre elles sont en age de procréer (152). Dans les pays ou le
dépistage de l'aneuploidie est devenu la norme, le nombre de grossesses augmente chez les

femmes vivant avec le VIH (153).
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7 Conclusion

Notre étude suggere que la TAR, a base d’IP ou non, est associée a une augmentation
du niveau d’AFP au deuxiéme trimestre de la grossesse, sans que nous ayons pu mettre en
évidence une association avec la durée d’exposition a la TAR. Les concentrations sériques de
B-hCG libre et PAPP-A (premier trimestre), ainsi que d’oestriol non conjugué, d’hCG et
d’inhibine A (deuxiéme trimestre) n’ont pas été significativement associées avec la TAR,
qu’elle soit ou non a base d’IP. Il n’y a pas non plus d’association avec une variation de la
concentration sérique des facteurs angiogéniques (PIGF et sFlt-1) au premier et deuxieme
trimestre de la grossesse. Ces données semblent dans 1’ensemble rassurantes pour ce qui est
des conséquences de I'utilisation précoce de la TAR pendant la grossesse. Cependant des
¢tudes plus approfondies, notamment au deuxiéme et au troisiéme trimestre sont nécessaires

afin de mieux comprendre le lien entre la TAR et la fonction placentaire.
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Annexe 1 : Etudes évaluant I’association entre la TAR et les issues périnatales défavorables

Tableau 1 : Principales études sur les traitements antirétroviraux et le risque de prématurité d’apres Sibiude (39)

Auteur Comparaison principale
Année N Pays Période étudiée Traitements comparés % préma (n/N) AOR IC95% p Facteurs d'ajustement
Lorenzi 594  Suisse 1996-1998 Aucun 14% (63/452) 1 ref toxicomanie, stade SIDA
1998 monothérapie INTI 17%(19/112) voie d'accouchement
bithérapie INTI ou plus 33% (10/30) 23 [1.17-7.10] <0.05
Cooper 1542 Etats-Unis 1990-2000 Aucun 21% (85/396) Aucun
2002 monothérapie INTI 17%(116/710) Chi2 sur ensemble 0.71
bithérapie INTI 19% (34/186) des traitements
cART 17% (42/250)
Tuomala 3266 Etats-Unis 1990-1998 Aucun 20%(228/1143) ARV vsaucun 0.02 CD4, toxicomanie, age, ethnie
2002 monothérapie INTI 16% (254/1590) multi vs mono 0.65 antécédent obs., année,
multithérapie sans IP 14% (55/396) IPvs pasd'IP 0.15 tabac, alcool
CART-IP 18% (25/137)
Thorne 4372 9paysd'Europe 1986-2004 Aucun 17% (402/2339) CD4, toxicomanie, age
2004 monothérapie INTI 17%(118/704) référence : mono et bi ethnie, voie d'accouchement
bithérapie INTI 13% (34/254) regroupés
CART 25%(274/1075) 2.1 [1.4-2.7] <0.002
Szyld 681 Amériquelat.  2002-2005 mono ou bi INTI 6% (7/94) 1 0.11 pays, stade SIDA, CV
2006 Caraibes CART-INNTI 6% (15/257) 0.6 [0.2-1.7] diabete, IMC, HTA
CART-IP 11% (35/330) 1.1 [0.5-2.8] voie d'accouchement
Cotter 1337 Etats-Unis 1990-2002 Aucun 26% (89/338) ARV vs aucun 0.42 CD4, atcd obs., toxicomanie
2006 Unicentrique monothérapie INTI 24%(118/492) multi vs mono 0.86 ethnie, alcool, IST, année
multithérapie sans IP 27%(101/373) IP vs pas d'IP AOR=1.6 0.03

CART-IP

37% (49/134)




Tableau 1(suite) : Principales études sur les traitements antirétroviraux et le risque de prématurité d’aprés Sibiude (39)

Auteur | | | | | comparaison princinale
Année N Pays Période étudiée Traitementscomparés % préma (n/N) AOR p Facteurs d'ajustement
Townsend 4939 Royaume Uni 1/90-12/05 Aucun 16% (77/494) toxicomanie, ethnie, age
2007 etlIrlande mono ou bi INTI 10%(107/1061) 1 stade SIDA
CcART 14% (476/3384) 1.39 [1.05-1.83] 0.02
CART-3 INTI 9% (6/69)
CART-INNTI 14% (261/1831) CART-IP vs cART sans IP
CART-IP 14% (169/1256) AOR=0.96 0.74
Début cART <=12 SA 16% (150/914)
Début cART 13-26 SA 15% (188/1287) AOR=1.11 0.46
Grosch 183 Allemagne 1995-2001 monothérapie INTI 26% (20/76) 1 CD4, toxicomanie, ethnie
2008 Autriche bithérapie INTI 44% (14/32) 1.57 [0.61-4.05] 0.35 age
CART 39% (29/75)
CART-IP 62% (13/21) 34 [1.13-10.2] 0.03
Machado 696 Brésil 1996-2006 monothérapie INTI 12% (21/179) Aucun
2009 Unicentrique bithérapie INTI 9% (18/204)
CART-INNTI 11%(11/100)
CART-IP 14% (30/213)
Début cART avant gross.  20% (20/99) 5.1 [1.5-17.0] 0.002
Début cART > 13 SA 10% (21/205) 1(ref)
Patel 777 Etats-Unis 2002-2008 tout traitement sans IP 13%(28/219) 1(ref) CD4, CV, stade SIDA
2010 cART-IP 18% (102/558) 1.29 [0.77-2.15] 0.33 age, ethnie, toxicomanie,
prématurité tabagisme, atcd obs.
spontanée tout 9% (20/211) 1(ref)
CART-IP 11%(55/511) 1.22 [0.70-2.12] 0.49
Essai Mma Bana
Powis 530 Botswana 2006-2008 3INTI 12%(31/263) 1(ref) 0.004
2011 lopinavir/r + 2INTI 21%(57/267) 2.03 [1.26-3.27]
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Annexe 2 : Issues périnatales défavorables associées aux biomarqueurs

Tableau 2 : Issues périnatales défavorables associées aux biomarqueurs du dépistage sérique des aneuploidies, adapté de Dugoff (51)

Biomarqueurs Description Seuil Issues périnatales défavorables
Protéine - Protéase de la protéine de liaison du facteur de croissance analogue | <0.4 MoM' | -Prééclampsie
plasmatique a l'insuline (IGF) - retard de croissance intratérin (RCIU)
Premier placentaire de type | - I biodisponibilité de I'IGF -avortement spontané
trimestre A (PAPP-A) -module 'invasion trophoblastique -accouchement prématuré
(10-14 SA) -module le transport du glucose et des acides aminés dans le placenta
B-hCG libre Maintient le corps jaune au début de la grossesse <0.41 MoM | -Perte foetale <24 SA
Alpha fetoproteine | - glycoprotéine produite par le sac vitellin et le foie fcetal et le tractus | 22.5 MoM | - accouchement prématuré
(AFP) gastro-intestinal du feetus en développement. -RCIU
Deuxieme -prééclampsie
Trimestre - hypertension gestationnelle
(15-21 SA) - perte foetale > 24 SA
- décollement placentaire
<0.25 MoM | -avortement spontané
- accouchement prématuré
-mort-né
-macrosomie
cestriol non - Produit par le placenta <0.5 MoM | -déces feetal
conjugué (uE3) - développement et maintien du phénotype, de la maturation des -anencéphalie
cellules germinales et de la grossesse -fausse couche
gonadotrophine >3.0 MoM | -prééclampsie
chorionique -perte feetale
humaine (HCG) - accouchement prématuré
-RCIU
Inhibine-A - régule la croissance cellulaire et la différenciation >2.0 MoM | -RCIU

-r0le dans la reconnaissance immunologique

- accouchement prématuré
-prééclampsie

! Multiple de la médiane

il




Annexe 3 : Liste des variables collectées

Variables recueillies dans la cohorte du CMIS et la banque de données de la clinique Oak

Tree

- informations sociodémographiques et sur les conditions de vie lors du recrutement : date de
naissance, origine ethnique, pays de naissance, année d’immigration, statut migratoire, nationalité,
langue maternelle, 3 premiers chiffres du code postal, activité professionnelle, statut marital et

cohabitation avec le conjoint, origine ethnique du conjoint, statut VIH du conjoint,

- information sur les antécédents médicaux : usage de tabac, drogue, alcool, probléme de santé

comme diabete, hypertension artérielle, etc...date de diagnostic, évolution

- informations sur le VIH : date du diagnostic, date estimée d’acquisition, mode de contamination

présumé, nombre de partenaires sexuels durant les 10 derniéres années, CD4 nadir et date
- information sur le test de résistance : date du test, résultats

- information sur la TAR pré-grossesse : détail de la succession des traitements antirétroviraux

recus jusqu’a la date des derniéres menstrues (molécules, date de début et fin de chaque séquence)

- informations sur la grossesse actuelle : date prévue de I’accouchement, date des dernicres
menstrues, taille, poids pré-grossesse, IMC, mode de conception, premicre pression artérielle prise

durant la grossesse, moment du diagnostic par rapport a la grossesse

- informations sur les antécédents obstétricaux : nombre de grossesses antérieures, nombre
d’accouchements antérieurs, prématuré, a terme, avortements spontanés, avortements thérapeutiques,

enfants vivants, mort-né, décés néo-natal, statut VIH de chaque enfant

- informations sur les sérologies maternelles : date et résultats des tests, hépatites A,B,C,

cytomégalovirus, virus varicelle-zona, parvovirus, toxoplasmose, virus herpes simplex, rubéole, syphilis

- informations sur les complications de grossesse : grossesse multiple, diabéte gestationnel,
hypertension gestationnelle, anomalies du liquide amniotique, retard de croissance intra-utérin, anomalie
congénitale, rupture prématurée des membranes, menace d’accouchement prématuré, hospitalisation et

date

v



- informations sur les infections sexuellement transmises actives durant la grossesse : verrue,
gonorrhée, chlamydia, trichomonas, vaginose bactérienne, candidose, etc..., date de diagnostic et

traitement

- informations sur le test de dépistage des aneuploidies : date du test, valeurs des marqueurs,

risque estim¢, amniocentese, test de dépistage non invasif

- informations sur la TAR durant la grossesse et observance du traitement : détail de la
succession des traitements antirétroviraux recus pendant la grossesse jusqu’a 1’accouchement

(molécules, date de début et fin de chaque séquence si changement)
- données sur les autres médicaments pris durant la grossesse

- informations sur des addictions a des substances durant la grossesse : cigarettes, marijuana,

alcool, méthadone, héroine, cocaine/crack, crystal meth, autres

- informations sur les analyses de laboratoire : tous les bilans de CD4 et charge virale
plasmatique effectués depuis le début de la grossesse jusqu’a I’issue, hémoglobine, plaquettes, ALAT,

ASAT, lactate, créatinine, bilirubine, glycémie

- données sur I’accouchement : date, terme, déclenchement ou travail spontané¢, mode
d’accouchement, mode de rupture des membranes, durée du travail, indication de césarienne, durée

d’ouverture de I’ceuf, perte sanguine, prise d’ARV, antibiotique, examen du placenta, poids du placenta
- données sur le suivi post-partum de la mére a 4-8 semaines et a 12-18 mois

- données sur le nouveau-né : score d’Apgar, sexe, poids et taille a la naissance, périmetre

cranien, diagnostic du VIH



Annexe 4 : Estimation de la taille de I’effet

Sortie STATA montrant le calcul de la différence de moyenne delta

Objectif 1
PAPP-A

Statistics User Window Help

-2 E 00

. power twomeans 3.14, sd(2.46) power(0.8) n(303) nratio(D.28)
Performing iteration ...

Estimated experimental-group mean for a two-sample means test
t test assuming sdl = sd2 = sd

Ho: m2 = ml versus Ha: m2 !=ml; m2 > ml

Study parameters:

alpha = 0.0500

pover = 0.8000

N = 303

N2/Hl = 0.2800

ml = 3.1400

sd = 2.4600

Actual sample sizes:

N = 302

Nl = 236

N2 = 66

N2/N1 = 0.2797

Estimated effect size and experimental-group mean:

delta = 0.9627
m2 = 4.1027
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Objectif 2

PIGF

Statistics User Window Help

-3 2000

power twomeans 112.39, sd(69.83) power(0.8) n(159) nratio(0.46)
Performing iteration ...
Estimated experimental-group mean for a two-sample means test
t test assuming sdl = sd2 = sd

Ho: m2 =ml versus Ha: m2 !=ml; m2 > ml

Study parameters:

alpha = 0.0500
power = 0.8000
N= 159
N2/NL = 0.4600
ml = 112.3%00

sd = 69.8300

Actual sample sizes:

N= 158
Nl = 108
N2 = 50
N2/N1 = 0.4630

Estimated effect size and experimental-group mean:

delta = 33.6717
m2 = 146.0617
—more—
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sFLT1

Statistics User Window Help

- @@ 000

. power twomeans 3945.82, sd(3950.99) power(0.8) n(159) nratio(0.46)

Performing iteration ...

Estimated experimental-group mean for a two-sample means test
t test assuming sdl = sdZ = sd
Ho: m2 = ml versus Ha: m2 !=ml; m2 > ml

Study parameters:

alpha = 0.0500
power = 0.8000
N = 159
N2/N1l = 0.4600
ml = 3945.8200
sd = 3950.9900

Actual sample sizes:

N = 158
Nl = 108
N2 = 50
N2/N1 = 0.4630

Estimated effect size and experimental-group mean:
delta = 1905.1493

m2 = 5850.9693
—more—
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Annexe 5 : Comparaison des participantes de la cohorte au

recrutement

Tableau 3 : Comparaison des participantes de la cohorte au recrutement selon qu’elles aient eu ou non le

test de dépistage des aneuploidies

Caractéristiques Testé Non testé p Valeurs manquantes
(n =349) (n =568) Testé Non testé
Année de recrutement
2003-2009 95 (27.2) 373 (65.7) 0.000° 0 0
2010-2012 91 (26.1) 102 (18.0) 0 0
2013-2014 79 (22.6) 46 (8.1) 0 0
2015-2016 84 (24.1) 47 (8.3) 0 0
Age maternel a terme, années, 32.11 £5.52 30.18 £5.61 0.000° 0 89
moyenne * ET
Origine ethnique, n (%) 1 24
Afro-caribéenne 218 (62.6) 246 (45.2) 0.000°
Caucasienne 85 (24.4) 141 (25.9)
Autres 45 (12.9) 157 (28.9)
IMC, kg/m2, médiane [ITQ] 26.38 [23.03- 30.34] 25.76 [23.29-30.20]  0.815° 22 407
Nullipare, n (%) 76 (24.4) 110 (24.9) 0.888° 38 126
Tabagisme*, n (%)

Premier trimestre 72 (20.6) 51(9.0) 0.000° 0 0
Deuxieme trimestre 45 (12.9) 32 (5.6) 0.000° 0 0
Conception spontanée, n (%) 332 (1.8) 251 (0.8) 0.305° 11 315

Sexe du foetus, n (%)

Masculin 169 (48.8) 230 (47.8) 0.644° 3 87
CD4', médiane [ITQ]

Absolu, /mm? 540 [341- 720] 434 [280- 615] 0.000° 15 325

Pourcentage 31 [24- 38] 27 [19- 34] 0.000° 24 381
Charge virale indétectable’, n (%) 210 (65.7) 124 (23.9) 0.000° 1 119
Sous TAR lors de la conception 228 (65.7) 117 (23.9) 0.000° 2 79
TAR', n (%) N/A

Inhibiteur de protéase 287 (82.2) 370 (65.1) 0.000°

Inhibiteur nucléosidique 346 (99.1) 442 (77.8) 0.000°

Inhibiteur non nucléosidique 34 (9.7) 60 (10.6) 0.691°

Inhibiteur de I'intégrase 28 (8.0) 15 (2.6) 0.000°

Abréviations : ET = écart type; IMC = Indice de Masse Corporelle; ITQ = intervalle interquartile; TAR = thérapie antirétrovirale; N/A

= non applicable

Note: " au début des consultations prénatales

* correspond au statut de la patiente au cours de la grossesse
®Test t pour échantillons indépendants

® Test du Khi-carré de Pearson
¢ Test de Mann-Whitney
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