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RESUMO DA TESE  
 

Estudos recentes mostram que a síndrome metabólica (SM) é freqüente nas pessoas 
vivendo com HIV/AIDS (PLWHA). A importância na identificação da SM baseia-se no 
aumento do risco em cinco vezes de desenvolver diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e em 
duas vezes de apresentar doença cardiovascular (DCV) trombóticas, embora os fatores 
de hipercoagulabilidade não estejam incluídos nos critérios de definição da síndrome. A 
SM é caracterizada pela presença concomitante de fatores reconhecidamente 
aterogênicos em um mesmo indivíduo. A freqüência de DCV em PLWHA vem 
aumentando ao longo dos anos. O PAI-1 é uma proteína importante na cascata de 
fibrinólise e seu aumento está associado ao estado de hipercoagulabilidade. Sua 
regulação depende de fatores genéticos, dentre eles, destaca-se o polimorfismo 4G5G 
do gene SERPINE1. A participação de substâncias protrombóticas na doença 
cardiovascular é conhecida em pessoas sem HIV, porém menos elucidada em PLWHA. 
Diante disto o objetivo deste trabalho foi determinar a freqüência do polimorfismo 4G5G 
em pessoas que vivem com HIV e verificar se o polimorfismo tem associação com a 
expressão do PAI-1 plasmático, com SM e com risco cardiovascular (RCV) estimado 
pelo escore de Framingham. Também objetivamos verificar associação dos níveis de 
PAI-1 com RDC e com SM. Para tanto foi desenvolvido estudo transversal para 
determinação da freqüência do polimorfismo 4G5G do PAI-1 e estudo tipo caso-controle 
para verificar associações entre polimorfismos com níveis plasmáticos de PAI-1 com SM 
e depois com RCV. Também foram testadas associações com fatores de risco 
tradicionais. Para primeiro estudo a amostra foi 185 pessoas sorteadas de um grupo de 
2074 participantes da Cohort AIDS-PE Study Group. A prevalência de heterozigose foi 
de 86,8% e homozigose para 4G4G de 4,4%. A média de idade foi de 40,5 (DP ± 9,9 
anos). A mediana de PAI-1 ativado foi de 13,6 ng/mL (IQ: 10,8-17,5). A freqüência de 
SM foi de 37,9% e de dislipidemia de 82,4%. Não encontramos associação do 
polimorfismo com os níveis plasmáticos de PAI-1, nem com SM. Para o segundo estudo 
houve perda de 23, restando 162 pessoas das quais 72,8% era do sexo feminino e a 
média de idade foi de 40 anos. A freqüência de RDCV estimado > 10% foi de 10,5%. O 
alelo 4G esteve presente em 91,0% das pessoas (genótipos 4G4G e 4G5G). Não houve 
associação entre polimorfismo e RDCV estimado > 10% (OR=0,6; IC95% 0,1 – 3,7), 
nem diferença dos níveis de PAI-1 em relação ao RDCV estimado (RCV>10% 14,6 
ng/ml x RDCV < 10% 14,1 ng/ml; ρ=0,9). Hipercolesterolemia foi associada com 
genótipo 5G5G do polimorfismo (OR: 3,3; IC95%: 1,25 – 10) e com níveis plasmáticos 
mais elevados do PAI-1 (colesterol não HDL (CNHDL) > 130 mg/dl = 15,6 ng/ml versus 
CNHDL < 130 ng/ml = 13,8 ng/ml; ρ=0,04). Nesse estudo, encontramos alta prevalência 
do heterozigose para o polimorfismo 4G5G em pessoas vivendo com HIV/AIDS, no 
nordeste do Brasil. Entretanto, não encontramos associação entre o polimorfismo 
estudado com níveis plasmáticos de PAI-1 nem com SM. Também não verificamos 
associação do polimorfismo 4G5G do PAI-1 nem dos níveis plasmáticos de PAI-1 com 
RCV>10% pelo escore de Framingham, mas houve com hipercolesterolemia. 
 

Palavras-chave: ▪Inibidor 1 de ativador de plasminogênio (PAI-1) ▪ Polimorfismo Genético ▪ 
Síndrome X metabólica ▪ HIV ▪ Framingham. 



ABSTRACT 
 

Recent studies show that the metabolic syndrome (MS) is common in people living with 
HIV / AIDS (PLWHA). The importance of identifying MS is based on an increased risk of 
developing fivefold type 2 diabetes mellitus (T2DM) and twice presenting cardiovascular 
disease (CVD) thrombotic, although hypercoagulability factors are not included in the 
definition of criteria syndrome. MS is characterized by the concomitant presence of 
known atherogenic factors in the same individual. The frequency of CVD in PLWHA has 
increased over the years. The PAI-1 is an important protein in the fibrinolytic cascade 
and its increase is associated with the hypercoagulable state. Its regulation depends on 
genetic factors, among them stands out the 4G5G polymorphism SERPINE1 gene. The 
participation of prothrombotic substances in cardiovascular disease is known in people 
without HIV, but less elucidated in PLWHA. In view of this the objective of this study was 
to determine the frequency of 4G5G polymorphism in people living with HIV and verify 
that polymorphism is associated with the expression of PAI-1 plasma with MS and 
cardiovascular risk (RCVD) estimated by the Framingham score . We aim to also assess 
the association of PAI- 1 levels with CVD and with MS. For this cross-sectional study 
was developed to determine the frequency of 4G5G polymorphism of PAI- 1 and case-
control study to examine associations between polymorphisms and plasma levels of PAI- 
1 with SM and then RCVD. Associations were also tested with traditional risk factors. For 
the first study sample was randomly selected 185 people of a group of participants 2074 
of AIDS-PE Cohort Study Group. The prevalence of heterozygosity was 86.8% and 
homozygous for 4G4G 4.4%. The average age was 40.5 (SD ± 9.9 years). The PAI-1 
activated median was 13.6 ng/mL (CI: 10.8 to 17.5). The frequency of MS was 37.9% 
and 82.4% dyslipidemia. We did not find polymorphism association with plasma levels of 
PAI-1 or with SM. For the second study, there was loss of 23, leaving 162 people of 
which 72.8% were female and the average age was 40 years. The frequency of RDCV 
estimated> 10% was 10.5%. The 4G allele was present in 91.0% of people (4G4G and 
4G5G genotypes). There was no association between polymorphism and RDCV 
estimated> 10% (OR = 0.6; 95% CI 0.1 to 3.7), or difference of PAI-1 levels relative to 
estimated RDCV (RCV> 10% 14.6 ng / ml x RDCV <10% 14.1 ng/ml; ρ = 0.9). 
Hypercholesterolemia was associated with 5G5G genotype polymorphism (OR: 3.3; 95% 
CI: 1.25 to 10) and higher plasma levels of PAI-1 (non-HDL cholesterol (CNHDL)> 130 
mg / dl = 15.6 ng/ml CNHDL versus <130 ng/ml = 13.8 ng/ ml; ρ = 0.04). In this study, we 
found a high prevalence of heterozygous for the polymorphism 4G5G in people living 
with HIV/AIDS, in northeastern Brazil. However, we found no association between the 
polymorphism studied with plasma levels of PAI-1 or with SM. Nor do we find 
polymorphism association 4G5G of PAI-1 or plasma levels of PAI-1 with RCV> 10% by 
Framingham score, but happened to hypercholesterolemia. 

 
 
Keywords: ▪Plasminogen Activator Inhibitor 1 (PAI-1 ) ▪ Polymorphism, Genetic ▪ Metabolic syndrome 

X ▪ HIV ▪ Framingham . 
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Dra. Lusinete Aciole para ser orientado por Dra. Helen Khoury – incrível 

empreendedora e conjugadora das pesquisas à prática. A continuidade teve outra 

pausa, lastreada pelo sonho de constituir família e um lar. Onde não há abastados, 

cônjuges lastreiam os sonhos do outro para contentamento do amado. Planejamos 

alternar, eu já mestre trabalharia para que minha esposa se graduasse mestre. 

Depois revezaríamos o doutorado, mas a oportunidade veio para ambos e 

abraçamos juntos. Retomar a carreira acadêmica era reencontrar meu primeiro 

amor: a busca pelas razões e associações naturais no processo da vida. Ingressar 

em uma área multidisciplinar com um trabalho que agregasse a matemática, a 

virologia, a genética e a patofisiologia foi arrebatador e desafiante. Tive a graça de 

conhecer Dr. Demócrito de Miranda e Dr. Ricardo Ximenes que me convidaram a 

ingressar no projeto e abraçar o ramo pertinente à biomedicina – detecção de 

polimorfismo genético, sua prevalência e associação com componente da cascata 

de coagulação – o PAI-1 –, com a síndrome metabólica e com o risco cardiovascular 

definido pelo Escore de Framingham.  

Os avanços tecnológicos entre 1996 e 2015 foram incalculáveis tanto no 

campo das análises de DNA como na proteômica Antes de ser convidado, 
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entretanto, pude acompanhar minha esposa, ajudar nos trabalhos de entrevista e 

organização de dados coletados, ainda no nascimento da coorte, numa equipe 

admirável e louvável, o Cohort AIDS-PE Study Group. Em 2010, iniciava os 

trabalhos oficializados no grupo, tendo o prazer de conhecer cada integrante e me 

perceber parte de um conjunto que sonhei desde muito cedo. O trabalho era 

desafiador e os resultados uma incógnita, mas desafios são molas propulsoras e 

incógnitas são alimento para alma prosseguir eufórica. 

Minha experiência com biologia molecular tinha sido durante a graduação, 

enquanto estagiário da Micologia, sob tutoria da profa. Lusinete. Em 1996 participara 

de extração, purificação, amplificação e corrida eletroforética de DNA – momento em 

lesávamos as células com trituração em almofariz.  

Assumir a idéia, desenvolvê-la e planejar sua concretização... foi um desafio! 

Tendo recursos parcos, a busca de colaboração seria fundamental. Longe de ser 

vista como fatores retardantes, fora vislumbrada como oportunidades para 

enriquecer o grupo e este que vos relata. Foi aí que surgiram o Dr. Ricardo Diaz e o 

Centro de Genomas e Centro de Retrovirologia da UNIFESP, as professoras Teresa 

Cartaxo e Maria do Socorro Vieira (biologia molecular da UPE). Esta nos acolheu, 

mas nos apresentou o Dr. Luydson Vasconcelos (laboratório de Biologia Molecular 

da IFP), na ocasião aluno de pós-graduação (não imaginávamos que futuramente 

viria a ser grande colaborador para consecução deste projeto cedendo-nos espaço 

para toda a fase pré-analítica do genoma).  Todos ao serem contactados foram 

acolhedores empolgados. À frente, desbravamentos a viver, mas os obstáculos não 

me afugentam, mas me encantam, pois meu desejo e paixão em superá-los são 

contínuos.  

No início tínhamos alguns saberes, mas estes não contemplavam pessoas 

vivendo com HIV/AIDS, daí surgiram as perguntas condutoras: A freqüência dos 

genótipos da SERPINE1 no grupo de pessoas vivendo com HIV/AIDS em 

Pernambuco seria semelhante ao encontrados em alguma das etnias estudadas até 

o momento? A síntese de PAI-1 plasmático ocorria na mesma proporção aos 

genótipos que nas etnias estudadas? E o risco cardiovascular estaria associado 

semelhantemente à algumas das etnias estudadas ou seria distinto, principalmente, 

por já ser sabido que os ARVs empregados na terapia antirretorivirais influenciam no 

metabolismo contribuindo com a elevação de resistência insulínica e com 
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dislipidemia? Daí uma decisão: escolhemos o Escore de Framingham para 

determinação do risco de evento cardiovascular em 10 anos.  

Muito conhecimento científico já foi aditado durante esses últimos cinco anos. 

O olhar do projeto de pesquisa desenhado para esse doutorado, já não é 

exatamente o mesmo. Algumas “perguntas condutoras” já foram respondidas, mas 

outras novas surgiram, como o Escore de Framingham poderia ser aplicado para 

menores que 50 anos, haja vista que em pessoas vivendo com HIV/AIDS o estresse 

oxidativo e envelhecimento metabólico ocorre em maior monta que os não 

infectados? Ou seria melhor desenvolver um escore próprio ou elencar outros 

indicadores moleculares para predizer o risco cardiovascular? Acredito que as 

respostas aqui encontradas ponderam o conhecimento difundido e despertam o 

olhar para novas incógnitas que se respondidas, com certeza, trarão luz à processos 

e quiçá, sirvam à assistência médica para percepção de riscos de DCV num futuro 

próximo. Esta jornada transformou a minha vida, acresceu-me ferramentas que não 

conhecia e, ou conhecendo não tinha domínio de como aplicá-las para 

desenvolvimento de pesquisas, como foi com o seqüenciamento gênico que 

empregamos na UNIFESP para confirmação dos achados de PCR em gel de 

eletroforese. Não discorro sobre a apropriação do software Epiinfo e Stata que antes 

eram apenas conhecidas de nome, mas agora me sinto seguro para usá-las, 

portanto feliz já que vislumbro a empregabilidade em meu cotidiano. 

Outras perguntas foram erigidas, dados foram colecionados, mas serão 

assuntos para outras publicações. Ao que posso finalizar dizendo que pretendo 

continuar “pesquisador”, tanto no grupo de pesquisa que já estou inserido, quanto na 

área de biologia molecular e epidemiologia, com a qual venho trabalhando. Nesta 

jornada um único penar: não poder ter vivido dedicado exclusivamente à pesquisa e 

ao ensino. Mas tudo tem seu tempo e propósito, assim creio e me contento. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

 

2.1 Introdução 

 

Após o advento da terapia antirretroviral potente (TARV), a história natural da 

infecção pelo HIV sofreu importantes mudanças. Houve aumento da sobrevida e do 

tempo de infecção livre de doenças oportunistas. Além disso, é orientação atual de 

que toda pessoa vivendo com HIV deva iniciar TARV, independente da condição 

clínica e laboratorial (SBDST, 2015) levando a longos períodos de exposição às 

drogas antirretrovirais (CANDIANI et al, 2007). Em paralelo aos benefícios da TARV, 

diversas alterações metabólicas têm sido relacionadas à infecção crônica pelo HIV e 

ao seu tratamento, incluindo a síndrome metabólica (SM) (ADDY et al, 2006).  

Nos últimos anos, alguns estudos mostraram que a SM é freqüente nas 

pessoas vivendo com HIV/AIDS, com estudos mostrando uma variação entre 17 e 

45% (Gazzaruso et al, (2002), Jericó et al (2005), Troian et al (2005). Os 

mecanismos que fazem as pessoas vivendo com HIV/AIDS mais susceptíveis a esta 

síndrome vem sendo estudados, mas não estão completamente esclarecidos. 

Estudos sugerem que a TARV, fatores relacionados à infecção pelo HIV e fatores 

individuais estão envolvidos (ALVAREZ et al, 2010; WANG et al, 2008; ADDY et al, 

2006).  

SM e seus fatores determinantes isoladamente estão associados a doença 

cardiovascular (DCV) em indivíduos não infectados pelo HIV (ABRAHAM et al, 

2007). Não está claro se a conseqüência clínica da SM em pessoas vivendo 
com HIV (PLWHA) seja idêntica à da população soronegativa. 
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2.2 Síndrome Metabólica 

 

 

A síndrome metabólica (SM) é caracterizada pela presença concomitante de 

fatores reconhecidamente aterogênicos em um mesmo indivíduo (GRUNDY, 2004). 

A importância na identificação da SM baseia-se no aumento do risco em cinco vezes 

de desenvolver diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e em duas vezes de apresentar 

doença cardiovascular (DCV) trombótica, embora os fatores de hipercoagulabilidade 

não estejam incluídos nos critérios de definição da síndrome (YOSHIMASA, 2005).  

A Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM) aponta que 

a SM corresponde a um conjunto de doenças cuja base é a resistência insulínica. 

Pela dificuldade de ação da insulina, decorrem as manifestações que podem fazer 

parte da síndrome (SBEM, 2015). Não existe um único critério aceito universalmente 

para definir a Síndrome. Dentre as definições mais utilizadas, destacam-se as do 

National Cholesterol Education Program (NCEP) (NATIONAL, 2007), revisada 

posteriormente pela American Heart Association e National heart, lung and blood 

institute (AHA/NHLBI) (GRUDY, et al, 2005) e os da International Diabetes 

Federation (IDF) (ALBERTI, et al, 2005).  

De modo geral, entre estas instituições utilizam os mesmos componentes 

para definir SM: hiperglicemia, hipertensão arterial, dislipidemia [diminuição do 

Colesterol HDL (C-HDL) e elevação do triglicerídeo (TG)] e a obesidade visceral 

(circunferência abdominal aumentada) (REAVEN, 1988; GRUNDY, 2004).  

Embora estejam bem definidos quais fatores devem ser considerados para a 

definição de SM, há diferenças entre as definições de SM quanto aos pontos de 

corte adotados, conforme exposto na Figura A. 

Em 2009 foi realizado um encontro entre a International Diabetes Federation 

Task Force on Epidemiology and Prevention; National Heart, Lung, and Blood 

Institute; American Heart Association; World Heart Federation; International 

Atherosclerosis Society; e International Association for the Study of Obesity com o 

intuito de unificação da definição de SM: o Joint Scientific Statement (JIS). Os 

critérios definidores estão expostos na figura A. Neste novo consenso os limites para 

os valores circunferência abdominal foram modificados em consideração às 
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diferentes etnias populacionais. A vantagem deste consenso é considerar diferentes 

pontos de corte para diferentes etnias. A redução do ponto de corte para 

circunferência abdominal tem a vantagem de de favorecer diagnóstico mais 

precocemente (ALBERTI, et al, 2009; SHAW, JA, 2013). 

A SM ocorre entre diversas etnias, incluindo caucasianos, mongóis e 

descendentes, ameríndios, africanos, asiáticos, aborígenes australianos, polinésios 

e micronésios (ZIMMET, 1992; STERN, 1997; OSEI, 2009). A força de associação 

com que cada componente de definição da SM apresenta com a elevação do risco 

para DCV (RDCV) tem sido distinta conforme a etnia, embora em todas pode ser 

verificado que a combinação de fatores alterados potencializa o RDCV (EUROPEAN 

ARTERIAL RISK POLICY GROUP, 1997). 

Vários estudos têm demonstrado que a SM é um forte preditor de DCV, 

especialmente coronariana (LAKKA et al, 2002; SATTAR et al, 2003) 

independentemente de fatores conhecidamente aterogênicos, como níveis de 

colesterol-LDL (C-LDL). Na SM, o paciente apresenta estado pró-inflamatório com 

interferência na fibrinólise (HORI et al, 2002). Sakkinen et al (2000) em seus estudos 

identificaram variáveis pró-inflamatórias, coagulantes e hipofibrinolíticas associadas 

à SM. Em concordância com estes achados, Alessi et al (2008), identificaram que as 

alterações evidenciadas na SM estavam fortemente associadas não apenas com o 

desenvolvimento de DM 2, mas também com a aterotrombose. Recentemente, 

associação de SM com anormalidades na cascata de coagulação tem sido descrita 

(PERÉS et al, 2009). 

A fisiopatologia da hipercoagulabilidade na SM envolve diversos mecanismos 

(HE et al, 2005), dentre os quais destaca-se o aumento dos níveis do inibidor da 

ativação do plasminogênio 1 (PAI-1), também conhecido como SERPINE1 (serpine 

peptidase inhibitor, clade E, member 1). O PAI-1 pertence à superfamília dos 

inibidores de serina proteases (serpinas) e é o principal regulador da atividade da t-

PA e u-PA (Brown, 2010). ANAND et al (2003) considerou que a elevação do PAI-1 

plasmático seja o cerne das alterações trombóticas da SM já que é a principal 

anormalidade implicada no estresse oxidativo e no estado inflamatório encontrado 

nesta síndrome. 
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Figura A – Tabela com critérios para definição de Síndrome Metabólica (SM) 

segundo AHA/ NHLBI, IDF e JIS (cedida por GELENSKE, T, 2010). 

 

 

Níveis elevados de PAI-1 podem predispor não apenas à aterosclerose e, 

conseqüentemente, a eventos cardiovasculares (MARVRI, ALESI, 2004), mas 

também à trombose venosa (PALOMO et al, 2006) e embolia pulmonar (WYSEURE, 

et al, 2015). Alguns estudos demonstraram uma maior freqüência de DCV em 

pessoas com SM e aumento dos níveis de PAI-1 (JUHAN-VAGUE et al, 1993; 

HAMSTER et al, 1987; LOPES et al, 2003; BATTES, et al, 2014). 

Não foram identificados na população brasileira, composta por diferentes 

etnias, estudos sobre a freqüência do polimorfismo –675 4G/5G na região promotora 

do gene da SERPINE1 e sua associação com SM e DCV. Nas pessoas com HIV, 

poucos estudos avaliaram os níveis de PAI-1 e suas associações com distúrbios 

metabólicos (VAN-VONDEREN, 2009; KRISTOFFERSEN, 2009; HERBERT, 2006; 

HE, 2005; SPORER, 2005; YOUNG, 2004; De LARRAÑAGA, 2004; YKE-
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JÄRVINEM, 2003; WORM, 2009; HADIGAN, 2001). Em nenhum deles, os níveis de 

PAI-1 se alteraram após introdução de ARV (KRISTOFFERSEN, 2009; YOUNG, 

2004). Em dois estudos, os seus níveis plasmáticos diminuíram após o uso de 

sensibilizadores de insulina (YKI-JARVINEN et al, 2003; HADIGAN et al, 2001). Não 

existe estudos sobre polimorfismos que envolvam o gene da SERPINE1 em pessoas 

vivendo com HIV/AIDS no banco de dados pesquisado. 

Embora a síndrome metabólica tenha como base fisiopatológica a resistência 

insulínica (LUNA, 2015), o estado de hipercoagulabilidade e inflamação poderiam 

explicar a elevada freqüência de eventos cardiovasculares nesta população. Além 

disso, não há estudos que expliquem porque algumas pessoas com SM cursam com 

maior ocorrência destes eventos (KIN, 2004; PIMENTA et al, 2006; KAHN et al, 

2005.). Uma hipótese a ser considerada é a predisposição genética atuando 

sinergicamente a situações que favoreçam o desequilíbrio da coagulabilidade, 

destacando a elevação do PAI-1. Dessa forma, alguns biomarcadores, como o PAI-

1, poderiam ser empregados para apontar aqueles com maior risco para doença 

cardiovascular na prática clínica diária e em quem uma atenção clínica e terapêutica 

precisassem ser mais agressiva.  

 

 

2.3 Polimorfismo 4G5G 

 

 

Pesquisas no ramo do seqüenciamento do genoma humano têm como uma 

de suas vertentes a análise da expressão dos genes envolvidos no metabolismo 

humano. Tão importante quanto à expressão gênica é a não expressão, ou a 

expressão modificada, pois todas podem definir alterações metabólicas que 

esclareçam diversos fenômenos clínicos encontrados no homem.  

As alterações genéticas (mutações) são caracterizadas como inserção, 

deleção, substituição e silenciamento de bases púricas ou pirimídicas que 

constituem o DNA ou o RNA. As alterações com freqüência maior que 1% são ditas 

polimorfismos genéticos e podem ocorrer em uma única base nucleotídica ou em 
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bloco de bases e, ainda, em conjunto com outras seqüências genéticas num mesmo 

cromossomo ou em cromossomos distintos (NATURE, 2015). 

As razões das modificações genéticas podem ser várias, como replicação de 

DNA não reparada durante o momento da mitose na fase embrionária ou fase de 

crescimento orgânico, exposição à fatores promotores de mutação como radiações 

ionizantes, drogas teratogênicas, compostos nitrogenados e infecções virais 

(EVOLUTION, 2015; GENETIC SCIENCE LEARNIG CENTER, 2015).  

A análise de polimorfismos no homem permite compreender as possíveis 

repercussões em seus portadores, possibilitando antever e prognosticar eventuais 

distúrbios clínicos associados à expressão ou não expressão gênica que caracteriza 

tais polimorfismos (DONG et al, 2005; HERNANDEZ & BLAZER, 2006).  

Um polimorfismo que parece estar associado a distúrbios metabólicos e 

trombóticos no ser humano é o da região -675 do gene da SERPINE1, localizado no 

cromossomo 7, banda q22.1 (anteriormente denominado de 4G5G do PAI 

(ERIKSSON et al, 1995; AERTGEERTS, et al, 1995;PANAHLOO, et al, 1995; 

HUANG et al, 2014). Desde 1988, este gene tem sido alvo de vários estudos 

(MARGAGLIONE, 1997; ANNICHINO-BIZZACCHI  et al, 1998; PISANI et al, 2007; 

ISORDIA et al, 2008; LIMA et al, 2008; FESTA et al, 2008; IKI-JARVINEN et al2009; 

MA, Z., 2009; SU et al, 2009; CUNTO et al, 2009). Muito já se sabe sobre sua 

constituição, sobre o ponto freqüente de mutação (DAWSON et al, 1991), sobre seu 

papel fisiológico e sobre sua participação nas vias metabólicas correlatas à 

infecções (DAWSON et al 1993) e à aterosclerose (DAWSON et al, 1991).  

O polimorfismo 4G/5G, uma variação comum na região promotora do gene da 

SERPINE1, é caracterizada por inserção ou deleção de uma guanina, a 675pb antes 

o sítio de início da transcrição (DAWSON et al, 1991; LIMA et al, 2011). Seus 

portadores podem ser homozigóticos para o alelo 4G (4G/4G), para o alelo 5G 

(5G/5G) ou heterozigóticos (4G/5G) e as variações genéticas no lócus contribuem 

para as diferenças entre as pessoas nos níveis plasmáticos de PAI-1 (DAWSON et 

al, 1991) e conseqüente surgimento de estado pró-trombótico (ANNICHINO-

BIZZACCHI et al, 1998). Genótipos 4G/5G e 4G/4G são, respectivamente em ordem 

crescente, determinantes de maior síntese do PAI-1 quando comparados com o 

genótipo 5G/5G. O que fica claro que a deleção de guanina em uma ou nas duas 

cadeias de DNA caracteriza os genótipos. Há evidências de que a simples deleção 



28 
 

da base seja fator determinante do aumento plasmático dessa molécula (ALESSI et 

al 2008; DING, PAN, 2005). 

Isordia-Salas et al (2009) realizaram um estudo de caso-controle com 

pessoas atendidos na Unidade de Investigação Médica em Tromboses, 

Hemostasias e Aterogêneses, no Distrito Federal do México para conhecer a 

freqüência do polimorfismo e determinar o risco de infarto agudo do miocárdio ao 

que relacionou o alelo 4G à elevação do segmento ST e conseqüentemente a maior 

risco de infarto. Festa et al (2003) procedeu estudo multicêntrico na Espanha, com 

um total de 1564 pessoas de etnias distintas: negros, brancos hispânicos e não 

hispânicos e constatou que a maior freqüência era de heterozigóticos 4G/5G 

(44,18%) seguidas de homozigose  para o alelo 5G (34,5%) e 4G (18,3%). Por sua 

vez, Margaglione (2009) estudando a população hispânica verificou que 50,26% das 

pessoas apresentavam heterozigose (4G/5G), 24,36% homozigose 4G/4G e 25,38% 

homozigose 5G/5G. Narah et al (2008) mostrou uma variação da freqüência dos 

genótipos em diferente grupos étnicos. O genótipo mais desfavorável (4G/4G) 

esteve freqüente em 13% de africaners, 54% em indianos e 58% em caucasianos. 

No Brasil, Lima et al (2011) avaliando associação de polimorfismo 4G/5G do gene 

SERPINE1 e gravidade de doença coronariana, identificaram associação de 

homozigose 4G/4G com níveis mais elevados de PAI-1 e estenose coronariana 

grave. Entre os indivíduos saudáveis usados nesse estudo, a freqüência de 5G/5G 

foi 31%, de 4G/5G foi de 36% e a de 4G/4G foi de 31%. 

Alguns estudos mostram que fatores ambientais e individuais estão 

envolvidos como determinantes dos níveis de PAI-1 plasmático, codificados pelo 

gene SERPINE1. Dentre eles níveis de triglicerídeos (YOSHAIMASA et al, 2005; 

GNACIŃSKA et al; 2010), resistência insulínica (MYNARCIK et al, 2000; KISHORE 

et al, 2010) e IL 1 (DAWSON et al 1993). Há evidencias de que outros fatores como 

o uso de drogas também estejam envolvidos nos níveis plasmáticos do PAI-1 (YKI-

JARVINEN et al, 2003). Dong et al (2005) verificou evidencias de que o 

acentuassomo C/EBPσ  pode ser estimulada pela IL-6 com associação com maior 

síntese de PAI-1 plasmático. 
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2.4 Síndrome metabólica em pessoas vivendo com HIV/AIDS. 

 

 

A síndrome metabólica tem sido amplamente descrita em pessoas com 

HIV/AIDS, embora a sua freqüência tenha variado nos diversos estudos. Gazzaruso 

et al (2002), em uma coorte envolvendo 553 pessoas em uso de ARV, encontraram 

uma freqüência de 45,4% de SM. Troian et al (2005), estudaram 151 pessoas com 

terapia antirretroviral há um ano ou mais anos e encontraram uma freqüência de SM 

de 38,2% e dislipidemia em até 87,4%. Jericó et al (2005), em estudo transversal, 

descreveram freqüência que variou de 17 a 27%, de acordo com a faixa etária 

estudada. Dielh et al (2008) relataram freqüência de SM de 36% de acordo com os 

critérios de NCEP-ATPIII em pessoas do estado do Paraná. Durante a avaliação 

basal de coorte em andamento no estado de Pernambuco, Ramos et al (2009), em 

dissertação de mestrado, encontrou freqüência de 27,7% de SM em pessoas com 

HIV (dados ainda não publicados). 

Os mecanismos pelos quais as pessoas vivendo com HIV/AIDS desenvolvem 

a SM ainda não estão completamente compreendidos, e parecem envolver fatores 

associados ao indivíduo, à infecção e à TARV, além de fatores genéticos do 

hospedeiro (LEE et al, 2006; ADDY et al, 2006). Johnsen at al (2006) relata que 

esquemas antirretrovirais contendo IPs associou-se com o desenvolvimento de 

anormalidades metabólicas e aumento da freqüência de SM. O processo envolvido 

nesta associação parece envolver a dislipidemia e resistência insulínica relacionados 

a certas drogas antirretrovirais (JERICÓ et al, 2005; CALZA et al, 2004; ESTRADA 

et al, 2004).  

Além da TARV, outros fatores como a lipodistrofia, têm sido relatados como 

fatores de associação com a SM metabólica do HIV.  Bonfanti et al (2006) e De 

Socio et al (2008) verificaram chance cerca de duas vezes maior para síndrome 

metabólica, segundo NCEP ATP III (2002), em pessoas com HIV e lipodistrofia. 

Fenotipicamente, as pessoas com SM assemelham-se aos portadores de 

lipodistrofia mista, mas não é certo se ambos compartilham a mesma via patogênica 

e conseqüências clínicas. 
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Na população geral, a presença de síndrome metabólica está associada ao 

aumento da mortalidade e de risco para eventos cardiovasculares em 1,5 e 2,5 

vezes, respectivamente. (SBC, 2005) Estudos prospectivos para avaliação das 

repercussões da SM nas pessoas vivendo com HIV/AIDS ainda são necessários. 

 

 

2.5 Síndrome metabólica e PAI 1 
 
 

Embora não estejam entre os critérios definidores de SM, aumento de 

marcadores de inflamação e coagulação tem sido descrito em indivíduos com a 

síndrome (ALESSI and JUHAN-VAGUE, 2006). Um dos fatores envolvidos com a 

hipercoagulabilidade da SM é o inibidor do ativador do plasminogênio tipo 1 (PAI 1) 

(PENALVA, 2008).  

O PAI-1 é uma proteína da família de inibidores serina protease que impede a 

fibrinólise através da inativação do ativador de plasminogênio. É reconhecidamente 

secretado por células endoteliais, pela musculatura lisa, por hepatócitos e por 

adipócitos, sendo a grande maioria do PAI-1 circulante advindo do tecido gorduroso. 

A complexa regulação da secreção do PAI-1 não está completamente esclarecida, 

mas parece envolver o metabolismo da glicose e dos lipídeos, com aumento da 

secreção na vigência de hiperinsulinemia (ALESSI and JUHAN-VAGUE, 2006; 

BORONAT et al, 2009) e hipertrigliceridemia. 

Os níveis plasmáticos de PAI-1 elevados estão associados à formação de 

placas ateromatosas (SOBEL et al, 1999) e a fenômenos tromboembólicos, 

parecendo ter valor preditivo para eventos como o infarto agudo do miocárdio (IAM) 

e acidente vascular encefálico (AVE) (HAMSTEN et al, 1987; SMITH et al, 2005). 

Quando ajustado por marcadores da síndrome metabólica, como IMC e dislipidemia, 

o valor preditivo do PAI-1 para doença cardiovascular desaparece, parecendo que a 

presença de síndrome metabólica é um pré-requisito para a elevação do PAI-1 em 

pessoas com o aterotrombose (ALESSI, JUHAN-VAGUE, 2006). 

A ligação entre a síndrome metabólica e o nível circulante de PAI-1 foi 

descrita pela primeira vez em 1986 (VAGUE et al, 1986) Desde então, várias 
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evidências de suas associações estão disponíveis na literatura. LOPES et al (2003) 

mostraram aumento dos níveis de PAI-1 em pessoas com obesidade visceral 

quando comparados com não obesos. VISANJI et.al.(2000) evidenciaram níveis 

elevados de PAI-1 na vigência de hipertrigliceridemia. Recentemente, Boronat et al 

(2009), em um estudo de base populacional envolvendo 902 adultos sem diabetes, 

evidenciaram que o PAI-1 foi um preditor independente de SM. Além disso, estudos 

de intervenção utilizando sensibilizadores de insulina (KRUZYNSKA et al, 2000),e 

dieta hipocalórica para aquisição de perda ponderal (FOLSOM et al, 1993) 

evidenciaram redução dos níveis plasmáticos de PAI 1. 

A via de interligação entre o aumento de níveis plasmáticos do PAI-1 e a SM 

é complexa, mas parece envolver, em última instância, mecanismos relacionados à 

célula adiposa, seu processo de diferenciação, produção de adipocinas e a 

capacidade de responder a estímulos hormonais. Estudos têm sugerido que a 

deposição ectópica de gordura corporal está associada tanto com os níveis elevados 

de PAI-1 circulante (SHIMOMURA et al, 1996) como com a síndrome metabólica 

(ALESSI, JUHAN-VAGUE, 2006). Esta deposição de gordura ectópica funcionaria 

como um fator tóxico para o tecido adjacente, com produção de substâncias ativas 

como ácidos graxos livres e citocinas inflamatórias (fator de necrose tumoral-TNF), 

levando a resistência insulínica (HUTLEY, PRINS, 2005). De fato, níveis elevados de 

PAI-1 tem sido descrito em associação com obesidade visceral e resistência 

insulínica (SAKKINEN et al, 2000), assim como a correlação entre os níveis de TNF 

e os de PAI-1 (PANDEY et al, 2003). Por outro lado, um estudo in vitro mostrou que 

a superexpressão do PAI-1 parece prejudicar o processo de diferenciação dos 

adipócitos levando a obesidade e resistência insulínica (ALESSI, JUHAN-VAGUE, 

2006). 

Assim a elevação do PAI-1 parece compartilhar vias patogênicas comuns as 

da síndrome metabólica, onde as alterações no adipócito levando a resistência 

insulínica desempenham um importante papel como gatilho inicial para as alterações 

clínicas e metabólicas subseqüentes. Estudos clínicos e laboratoriais ainda são 

necessários para a melhor compreensão desta interligação. 
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2.6 PAI-1 em pessoas vivendo com HIV/AIDS 

 

 

Alguns autores têm avaliado a associação entre níveis plasmáticos de PAI-1 e 

distúrbios metabólicos em pessoas vivendo com HIV/AIDS. Níveis mais elevados de 

PAI-1 em pessoas com obesidade visceral, lipodistrofia e resistência insulínica (HE 

et al, 2005) já foram evidenciados. Em outros estudos, experimentais, não foram 

verificadas mudanças nos níveis plasmáticos de PAI-1 após introdução de ARV 

(VAN VONDEREN et al, 2009; KRISTOFFERSEN et al, 2009), enquanto outros 

mostraram redução dos seus níveis após introdução de sensibilizadores de insulina 

(YKI-JÄRVINEN et al, 2003; HADIGAN et al, 2001). Estes estudos corroboram com a 

hipótese de que o PAI-1 está mais envolvido com a redistribuição do tecido 

gorduroso do que com processos inflamatórios por si só, podendo ser um importante 

marcador de risco para distúrbios metabólicos em pessoas vivendo com HIV/AIDS. 

Até o momento, não existem estudos que avaliem o polimorfismo do promotor do 

PAI-1 na população com HIV. 

 

 

2.7 PAI-1 e Risco Cardiovascular estimado por Framigham 

 

 

O envelhecimento das PLWHA têm se refletido em uma mudança significativa 

do perfil epidemiológico dessa população. Observa-se redução da mortalidade 

devido a causas relacionadas à AIDS e aumento da mortalidade devido a eventos 

não relacionados à AIDS (WADA, 2013). Dentre as doenças não relacionadas à 

AIDS, as DCV se destacam pela sua alta freqüência (INGLE, 2014) e por se tratarem 

de condições clínicas que podem ser estimadas e, pelo menos em parte, evitadas 

(STONE, 2014). 

Uma forma comumente utilizada para estimar eventos cardiovasculares é a 

utilização de equações que combinam vários fatores de riscos e fornecem um risco 

quantitativo para DCV em um determinado período de tempo (WILSON, 1998) O 
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escore de Framingham é uma dessas equações, amplamente utilizado na população 

geral, e mais recentemente em PLWHA (MOREIRA, 2010). 

A compreensão da patogenia dos eventos cardiovasculares nessa população 

é complexa, uma vez que envolve fatores inflamatórios relacionados à infecção, que 

se mantém mesmo com o controle da infecção após introdução de ARV (PICONI, 

2013). Há a participação dos fatores de risco tradicionais, relacionados ao 

envelhecimento e às complicações metabólicas desencadeadas pela TARV 

(GELENSKE, 2010; DE CARVALHO, 2010). Todas essas alterações levam a uma 

disfunção endotelial com inflamação, distúrbios da coagulação e fibrinólise, que são 

as primeiras alterações da doença aterosclerótica (LIBBY, 2011)  

Dentre as citocinas endotelias, PAI-1 é o principal fator inibidor da fibrinólise e 

disfunções associadas a essa citocina têm sido associada à doença cardiovascular 

(LOPES, 2013). Os níveis plasmáticos do PAI-1 podem sofrer influência de fatores 

como idade, sexo, obesidade, tabagismo, e polimorfismos genéticos e epigenéticos 

(HENRY, 1998). O polimorfismo mais estudado é o 4G5G, que é a inserção ou 

exclusão de nucleotídeo na região promotora do gene da SERPINE1. Há relatos que 

a presença do alelo 4G implique em níveis mais elevados de PAI-1 (HUANG, 2012) 

e possivelmente estejam associados à DCV (LIMA, 2011). Essas associações são 

mais estudadas em pessoas sem HIV (HUANG, 2012; LIMA, 2011). Alguns autores 

encontraram níveis mais elevados de PAI-1 na população que vive com HIV do que 

em pessoas sem HIV (GUZMAN-FULGENCIO, 2011). Há discordância quanto a 

associação de níveis elevados de PAI-1 e fatores de risco para DCV (PIRS, 2014). 

Pouco se sabe sobre a participação do polimorfismo 4G5G e em PLWHA.  

Levando-se em consideração a miscigenação da população brasileira e a 

diferença de freqüência genotípica entre grupos étnicos, o estudo do polimorfismo e 

sua associação com os níveis plasmáticos do PAI-1 poderá servir de auxílio na 

identificação de populações específicas mais expostas a risco cardiovasculares em 

nosso país. Assim, o presente estudo se propõe a determinar a freqüência do 

polimorfismo do gene SERPINE1, bem como os níveis plasmáticos do PAI-1 em 

pessoas vivendo com HIV/AIDS e verificar sua associação com a SM e com risco 

cardiovascular por escore de Framingham. 
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3 MODELO TÉORICO 
 

 

O polimorfismo do gene SERPINE1 na região -675 determina a expressão 

da síntese do PAI-1 plasmático. Os genótipos polimorfos podem ser três tipos: 

4G4G, 4G5G e 5G5G, variando entre si em apenas um alelo de nucleotídeo (SNP). 

A substituição de uma guanina do gene caracteriza o 4G e está relacionada a 

maiores níveis de PAI-1 circulante, nas etnias estudadas. Níveis mais elevados de 

PAI-1 têm sido associados com síndrome metabólica e com risco cardiovascular. 

A freqüência dos genótipos é distinta em função da etnia, com a presença do 

alelo 4G menos freqüente africana já estudada. De uma maneira geral, os estudos 

em populações latinas evidenciaram freqüência semelhante da distribuição dos 

genótipos 4G/4G, 4G/5G e 5G/5G, e em caucasianos, a freqüência do genótipo 

5G/5G é menor. Na população do sudeste do Brasil, a distribuição encontrada foi 

semelhante à da população latina descrita em outros estudos.  

Em relação aos níveis de plasminogênio, a literatura aponta para níveis mais 

elevados entre caucasianos e asiáticos que possuem o alelo 4G. Nos estudos com 

africanos, os níveis de plasminogênio são menores, mas não há evidencia de 

variação na população de acordo com a presença ou ausência do alelo 4G.    

Outros fatores parecem influenciar os níveis de plasminogênio circulantes. 

Há estudos mostrando que a urbanização eleva os níveis circulantes de 

plasminogênio.  

Além disso, alguns estudos encontraram níveis mais elevados de 

plasminogênio em indivíduos com síndrome metabólica, obesidade central e 

lipodistrofia, o que levanta a suspeita de que o gene tenha sua tradução influenciada 

por diversos fatores. Não se sabe quais ao todo e quanto cada um dos fatores 

influencia a síntese protéica do PAI-1. Há evidencias de que acúmulos de gordura 

visceral estão associados com maior concentração de PAI-1 circulante e há registros 

de redução da síntese de PAI-1 por drogas como rosiglitazone, metformina, 

lopinavir/ ritonavir. 

A síntese elevada do PAI-1 repercute na supressão do plasminogênio com 

diminuição dos níveis de plasmina, com redução da fibrinólise e favorecimento de 

eventos trombogênicos. 
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Há evidencias de que distúrbios na cascata de coagulação, como aumento 

dos níveis de PAI-1, participam da patogenia da SM e contribuem para maior RDCV. 

Não é consenso se os níveis de PAI-1 aumentam por causa do evento 

cardiovascular e da inflamação associada à SM, ou se antecedem e favorecem o 

aparecimento da SM e dos eventos cardiovasculares. Há estudos mostrando níveis 

de PAI-1 mais elevados em indivíduos com infarto um ano antes do evento 

acontecer. Também não se sabe qual influencia dos fatores determinantes da SM 

sobre a síntese do PAI-1, embora haja evidência de que a resistência insulínica, o 

IMC, a dislipidemia e o acúmulo de gordura em certas partes do corpo tenham 

influencia negativa no ativador tecidual de plasminogenio (tPA) e na urokinase (uPA) 

repercutindo em maiores níveis de PAI-1 circulante. 

   
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                             
 

 

 

 

 

Figura B - Representação esquemática do Modelo Teórico 
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Por não ter sido estudado ainda, não há evidencias da influencia do HIV/AIDS na 

expressão do gene SERPINE1 (região -675). Sabe-se que as drogas antiretrovirais 

(ATR), principalmente inibidores de proteases (IP) e nucleotidases (IRNT) promovem 

disfunção metabólica. Embora ocorra associação da infecção do HIV e da TARV 

com síndrome metabólica (SM), ainda não se sabe se há associação entre o 

polimorfismo 4G/5G do gene SERPINE1, os níveis plasmáticos do PAI-1 e 

desenvolvimento da SM na população com HIV, ou se os níveis de PAI-1 

plasmáticos e a freqüência de polimorfismo 4G5G ocorre de igual modo às etnias 

reportadas nos artigos encontrados. 

 

 

4 HIPÓTESE DO ESTUDO  
 

Hipotetizamos, portanto que: 
 

Em pessoas vivendo com HIV/AIDS, no estado de Pernambuco, o 

polimorfismo 4G/5G da SERPINE1 está associado a super-expressão deste gene o 

que pode ser verificado por níveis elevados de PAI-1 plasmático que por sua vez 

pode apresentar-se associado com as alterações metabólicas separadamente ou 

com a síndrome metabólica em si, e ainda pode estar associado à elevação do risco 

de doença cardiovascular. 

 

 

 

5 PERGUNTAS CONDUTORAS 

 

 

• Qual a freqüência do polimorfismo -675 4G/5G do promotor do PAI-1 em 

pessoas vivendo com HIV/AIDS no Estado de Pernambuco? 

• Existe associação entre o polimorfismo -675 4G/5G do promotor do PAI-1 

com os níveis plasmáticos de PAI-1, síndrome metabólica e com o perfil 

metabólico das pessoas vivendo com HIV/AIDS no Estado de Pernambuco? 
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• Existe associação entre os níveis plasmáticos de PAI-1 com síndrome 

metabólica e com o perfil metabólico das pessoas vivendo com HIV/AIDS no 

Estado de Pernambuco? 
• Existe associação do polimorfismo na região -675 do gene SERPINE1 (PAI-1) 

e dos níveis de plasminogênio plasmáticos (PAI-1) com risco cardiovascular 

(RDCV) estimado pelo escore de Framingham e com fatores de risco 

tradicionais em PLWHA? 

 

 

6 OBJETIVOS  

 

 

6.1 Geral  

 

 

O objetivo deste estudo foi determinar a freqüência do polimorfismo -675 

4G/5G do promotor do PAI-1 e verificar sua associação com os níveis plasmáticos 

de PAI 1, síndrome metabólica, perfil metabólico e risco cardiovascular em pessoas 

vivendo com HIV/AIDS no Estado de Pernambuco. 

 

 

6.2 Específicos  

 

 

1. Determinar a freqüência dos polimorfismos genéticos 4G/4G, 5G/5G, 

4G/5G na região 675 promotora do PAI-1 em pessoas vivendo com 

HIV/AIDS; 
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2. Verificar a associação dos polimorfismos no promotor do PAI-1 e os níveis 

plasmáticos de PAI-1 em pessoas vivendo com HIV/AIDS; 

 

3. Verificar a associação dos polimorfismos no promotor do PAI-1 com a 

síndrome metabólica e seus critérios de definição (circunferência 

abdominal, HAS, níveis de HDL, TG e glicemia de jejum) em pessoas 

vivendo com HIV/AIDS; 

 

4. Verificar associação entre os níveis de PAI-1 plasmático com a síndrome 

metabólica e de seus critérios de definição em pessoas vivendo com 

HIV/AIDS. 

 
5. Verificar a associação entre os polimorfismos da região -675 do gene 

SERPINE1 e dos níveis de PAI-1 com o risco cardiovascular avaliado pelo 

escore de Framingham em pessoas vivendo com HIV/AIDS. 

 

 

7 MATERIAL E MÉTODOS  
 
 
7.1 Desenho do estudo e população 
 
 

Este estudo constou de duas etapas para o primeiro artigo: a primeira etapa 

foi um corte transversal para verificar a freqüência de polimorfismo e a associação 

com níveis de PAI-1 plasmáticos. Na segunda etapa, para verificar a associação 

entre polimorfismo e níveis de PAI-1 com SM, utilizou-se uma estratégia de caso 

controle.  

Para o segundo artigo, foram utilizados os dados obtidos no artigo 1 e foi 

verificado se existe associação do polimorfismo e dos níveis de PAI-1 plasmático 

com risco cardiovascular elevado, definido pelo escore de Framingham. Também 

foram testadas associação com outros fatores de risco para doença cardiovascular.  
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Ambos os estudos são parte da Cohort AIDS-PE, uma coorte iniciada em 

julho de 2007, composta por mais de 2074 pessoas vivendo com HIV/AIDS 

(PLWHA) em atendimento ambulatorial em dois serviços de referência para HIV do 

estado de Pernambuco, Brasil. 

 
 
 
 
7.2 Local do estudo 
 

 

Esse trabalho foi desenvolvido com grupo de pessoas vivendo com HIV/AIDS, 

acompanhados clinicamente em dois serviços de referência do Estado de 

Pernambuco, Brasil: Hospital Correia Picanço e Hospital Oswaldo Cruz. 

 

 
7.3 População do estudo 
 
 

Nesse estudo, foram incluídas pessoas vivendo com HIV/AIDS, iguais ou 

maiores de 18 anos, atendidas ambulatorialmente entre 2007 e 2012. Foram 

excluídos as pessoas que apresentaram doença relacionada à AIDS nos três meses 

anteriores às entrevistas. 

 

 

7.4 Categorização das variáveis 
 

 

7.4.1 Variáveis dependentes 
 

 

Síndrome metabólica 
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Para a definição de SM foram empregados os critérios utilizados pelo 

Harmonizing the metabolic syndrome: a Joint Interim Statement (JIS) (ALBERTI et al, 

2009) que consideram caso de SM quando o individuo apresenta 3 ou mais dos 

seguintes critérios de definição: Circunferência abdominal (CircAbd) ≥ 94 cm para 

homens e ≥ 80 cm para mulheres; Pressão arterial (PAS) ≥ 130mmHg ou PAD ≥ 85 

mmHg ou uso de hipotensores orais; Glicemia(GJ) se ≥100 mg/dl ou uso de 

hipoglicemiantes; Trigliceridemia (TG) se ≥150 mg/dl ou uso de hipolipemiantes; 

Colesterol HDL (C-HDL) se < 40 mg/dl em homens e < 50 mg/dl em mulheres. 

 

Estimação de risco para doenças cardiovasculares (RDCV) 

 
 

Para a estimação de risco para doenças cardiovasculares, foi empregado o 

escore de Framingham (Anexo C). Nesse modelo, calcula-se a chance, em 

percentual, de um indivíduo apresentar um evento cardiovascular no período de dez 

anos. Depois, as pessoas foram estratificados em baixo risco (< 10%), moderado 

risco (10 a 20%) e alto risco (> 20%). Nesse estudo, agrupamos as pessoas em 

duas categorias: Baixo risco (<10%) e risco elevado (>10%), incluindo-se as 

pessoas com risco moderado e alto em uma única categoria.  

 

 

Outros fatores de risco cardiovasculares 

 
 

Além do RDCV estimado pelo escore de Framingham, os seguintes fatores de 

risco para doença cardiovascular foram analisados separadamente: comorbidades 

clínicas [hipertensão (HAS), diabetes mellitus (DM), excesso de peso, dislipidemia], 

laboratoriais [TG, LDL, TG, HDL, razão TG/HDL, CT não HDL (CNHDL)].  

Foi considerada presença de hipertensão a pressão arterial sistólica (PAS) > 

130mmHg ou pressão arterial diastólica (PAD) > 85mmHg, ou uso de anti-

hipertensivos no momento da entrada no estudo. 

Foi considerada presença de diabetes (DM) glicemia de jejum > 125mg/dL, ou 

uso de hipoglicemiante oral no momento da entrada no estudo.  
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Excesso de peso foi definido de acordo com o índice de massa corporal (IMC) 

e categorizado como: pessoas magras (< 18,5kg/m2), peso normal (18,5 a 

24,9kg/m2), e excesso de peso (> 25kg/m2), com agrupamento dos pessoas com 

sobrepeso (25 a 29,9kg/m2) e obesidade (> 30kg/m2) em uma única categoria. 

Hipercolesterolemia foi considerada quando CT > 200mg/dL ou uso de 

hipolipemiantes, LDL elevado se > 130mg/dL. CT não HDL foi calculado, subtraindo-

se o valor do HDL do valor do CT. Foi considerado elevado se valores acima de 

160mg/dL. A razão TG/HDL foi utilizada como marcador de risco cardiovascular 

relacionado a um perfil lipídico desfavorável. Foi considerada alterada se valores > 

3,8. Dislipidemia foi considerada presente se pelo menos um dos seguintes 

parâmetros estivessem alterados: CT, LDL, HDL, TG ou uso de hipolipemiantes. 

 

 

7.4.2   Variáveis de exposição:  
 
 
Polimorfismo na região -675 do gene SERPINE1: 

 

Substituição ou ausência de uma guanina no loci -675 do gene SERPINE1. A 

heterozigose para o polimorfismo é definida pela substituição de uma base em um 

único alelo, caracterizando o genótipo 4G5G; a homozigose para o polimorfismo é 

definida pela substituição da base nos dois alelos caracterizando o genótipo 4G4G. 

Em nosso estudo, os genótipo 4G4G e 4G5G foram agrupados em uma única 

categoria. 

 

 

PAI-1 ativado plasmático 

 

Devido à falta de padronização de valores de referência amplamente aceitos, 

o plasminogênio foi analisado como variável contínua. 

 

 

 

 



42 
 

7.4.3  Variáveis potencialmente associados à síndrome metabólica 

 

 

As seguintes variáveis foram consideradas para possíveis ajustes do modelo 

multivariado: biológicas (sexo e idade), hábitos de vida (tabagismo), relacionadas ao 

HIV (valor de CD4, tempo de diagnóstico do HIV) e relacionadas à TARV (uso de 

ARV, tempo de uso de ARV). 

 

Tabagismo foi categorizado como “uso atual”, “uso passado” e “não uso” de 

tabaco. “Uso passado” e “não uso” foram agrupados em uma única categoria.  IMC 

foi categorizado de acordo com a OMS, para definir as pessoas como magras (< 

18,5kg/m2), com peso normal (18,5 a 24,9kg/m2), e com excesso de peso (> 

25kg/m2), com agrupamento das pessoas com sobrepeso e obesidade em uma 

única categoria.  Considerou-se que havia hipercolesterolemia quando CT > 

200mg/dL ou se havia relato de uso de hipolipemiantes, LDL elevado se > 

130mg/dL. Considerou-se dislipidemia quando presente se pelo menos um dos 

seguintes parâmetros estivessem alterados: CT, LDL, HDL, TG ou uso de 

hipolipemiantes. A contagem de CD4 foi julgada baixa quando < 350 células/mm3. 

Tempo de diagnóstico do HIV foi referido pelo participante e confirmado no 

prontuário médico, categorizado com <3 anos e ≥3 anos. As informações sobre a 

TARV foram retiradas do prontuário médico. Foi considerado “uso de ARV” se na 

data da entrevista o indivíduo estivesse em uso de antirretrovirais. Tempo de TARV 

foi avaliado como variável contínua, e categorizada em < 3 anos e > 3 anos de 

acordo com a data do início da TARV obtida no prontuário médico. 

 

 

7.4.4  Variáveis consideradas para ajuste do modelo final 
 

 

Por serem consideradas potencialmente associados à SM as variáves 

biológicas (sexo e idade), hábitos de vida (tabagismo), comorbidades clínicas 

[hipertensão (HAS), índice de massa corporal (IMC) e dislipidemia], laboratoriais 

(CT, LDL), relacionadas ao HIV (valor de CD4, tempo de diagnóstico do HIV) e 
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relacionadas à TARV (uso de ARV, tempo de uso de ARV), foram empregadas para 

ajuste de modelo final. 

 
 
7.5 Operacionalização da pesquisa 

 

 

7.5.1 Coleta e processamento de dados 
 

 

Após assinatura de consentimento livre e esclarecido, os participantes 

responderam a um questionário padronizado e tiveram pressão arterial e medidas 

antropométricas aferidas por uma equipe treinada. Informações sobre TARV, 

doenças relacionadas ao HIV e valores de CD4 foram obtidas nos prontuários 

médicos e transcritas em formulários específicos. 
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Figura C - Fluxograma da pesquisa 

 

 

7.5.2  Dosagens séricas, plasmáticas e pesquisa de Polimorfismos 

 

 

Amostras de soro, plasma e sangue total foram coletadas, nos dias 0 e 30 

após admissão do paciente ao estudo. Soro e sangue total foram armazenados a -

20°C e plasma a -80°C até o momento da análise. As coletas foram feitas sempre 

entre 8 e 11h da manhã. O plasma serviu à determinação de PAI-1, o soro foi 

empregado para dosagens de colesterol total (CHOL), colesterol lipoproteina de alta 
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densidade (HDL), Glicemia (GJ), triglicerídeos (TG). O sangue total foi utilizado para 

a quantificação de CD4 e obtenção de DNA para determinação do polimorfismo. 

A quantificação de CD4 foi executada em equipamento FACS Calibur three 

color flow cytometer (Becton Dickinson); as dosagens bioquímicas, com amostras 

coletadas após jejum de 12h, foram analisadas por método enzimático em 

equipamento Cobas Mira (Roche), todos submetidos à gestão da qualidade, com 

variação aceitável de 5% da média dos controles. O valor do LDL foi calculado de 

acordo com a equação de Friedewald35. 

Para dosagem de plasminogênio plasmático foi usado o kit de ELISA 

KHC3071 (Human Invitrogen Corporation) e para determinação dos polimorfismos, o 

DNA foi extraído com kit MINI SPIN PLUS (BIOPUR), com emprego de Proteinase K. 

Após extração de DNA as amostras foram submetidas à dosagem de DNA por 

equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Cientific), com aceitação de amostras no 

mínimo 3 ng/µL. As amostras foram armazenadas em microplaca livre de DNAses e 

RNAses e congeladas a -20°C até execução da reação em cadeia da polimerase 

(PCR), no Centro de Genomas da UNIFESP-SP/ Brasil, com protocolo ARMS-PCR 

(amplification-refractory mutation system), descrito por Bonyadi e cols36  e 

seqüenciamento gênico de 10% das amostras amplificadas para confirmação dos 

achados na PCR. A detecção dos polimorfismos na região -675 4G5G promotora do 

PAI-1 foi feita usando como controle o primer 5’-

AAGCTTTTACCATGGTAACCCCTGGT-3’ e o 5’-

TGCAGCCAGCCACGTGATTGTCTAG-3’ gerando um amplicon de 256-pb como 

controle interno e alelo específicas 5G e 4G, respectivamente, 5’-

AGAGTCTGGACACGTGGGGG-3’ e 5’- AGAGTCTGGACACGTGGGG-3’ (138-pb, 

cada). Para seqüenciamento, foi empregado o protocolo próprio do Centro de 

Genomas1. 

 

 

 

 

 
                                                 
1 Protocolos disponíveis com o autor. 
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7.6 Considerações éticas  

 

 

Este estudo está ligado a um grupo de pesquisa em HIV/aids do estado de 

Pernambuco. Está atrelado diretamente a uma coorte na qual tem sido 

acompanhado os participantes por 18 meses objetivando avaliar os distúrbios 

metabólicos associados á infecção pelo HIV e sua terapia, denominado 

“Investigação prospectiva sobre lipodistrofia e alterações metabólicas 
(síndrome metabólica e perda de massa óssea) como efeito adverso da terapia 
anti-retroviral em adultos, adolescentes e crianças com HIV/aids no estado de 
Pernambuco com avaliação não invasiva de dano vascular e estudo do 
polimorfismo genético associado à resistência à insulina”, coordenada pelo Dr. 

Demócrito de Barros Miranda Filho. 

O estudo segue os princípios da bioética e todos os pesquisadores se 

comprometem a cumprir as normas vigentes do Conselho Nacional de Saúde, em 

especial, das resoluções 196/96, 251/97 e 292/99. O sigilo absoluto das respostas 

tem sido assegurado a todos os participantes. Também tem sido garantido o 

atendimento e seguimento de todas as pessoas independente da sua aceitação em 

participar do estudo. 

Os participantes poderão ser beneficiados diretamente no caso de 

detecção de alguma alteração ou doença a partir dos exames relacionados com a 

pesquisa, pois nesses casos eles serão imediatamente comunicados pelo seu 

médico que terá acesso aos resultados logo que disponíveis e poderá assim intervir 

o mais precocemente possível. 

O projeto foi devidamente submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade de Pernambuco (declaração/protocolo de recebimento 

em Anexo A): Registro de Protocolo CEP/HUOC Nº 127/2006 em 26/09/2006. Após 

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE – Apêndice A), 

por voluntário e testemunhas, respondem a um questionário padronizado 

(Apêndice B) aplicado por equipe treinada. Posteriormente, nos retornos de 

acompanhamento, o Formulário de Pesquisa (Apêndice C) é alimentado com 

dados das visitas e novos resultados de exames, esquemas terapêuticos 
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(introdução ou mudanças), imaginologia, histórico de doenças oportunistas e SIDA 

e outros dados específicos requeridos para cada Coorte aninhada.  

O TCLE descreve detalhadamente todas as implicações, possíveis riscos e 

benefícios que poderão advir da adesão ao estudo. Cartas de anuência dos 

diretores das duas instituições que participarão da pesquisa também seguem em 

Anexos B e C. 

 

 

7.7 Análise estatística 

 

 

7.7.1 Do estudo para determinar as freqüências de polimorfismo 4G5G e 
verificar sua associação com PAI-1 plasmático e SM 

 

 

Para a descrição da população calculamos distribuição de frequências e 

médias com seus respectivos desvios padrões. A associação do polimorfismo com a 

SM foi testada por teste χ2 de Pearson. A medida de associação foi estimada pela 

Odds ratio com seus respectivos intervalos de confiança. 

Para verificar a associação entre SM e polimorfismo, além de considerar os 

grupamentos ausência de 4G e presença de 4G foi feito por regressão logistica 

multivariada ajustada, tendo como critério de entrada no modelo uma associação de 

até 20% (ρ <0,2). Antes, porém, foi procedido univariada com cada cada variável 

definidora da SM e com as potencialmente implicadas na SM. A conduta, teve dois 

objetivos: a) verificar a associação do polimorfimo com cada componente da SM, e 

b) verificar a associação para ver se necessário ajustar na análise. 

Os dados foram digitados em dupla entrada e armazenados em banco 

exclusivo, utilizando o programa SQL Server 2000 (Microsoft) e Genexus (Version 

7.5, Artech Consultores). A análise estatística foi feita usando o programa Stata 

12.0. Para todas as comparações, um valor de p < 0,05 foi considerado significante. 
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Para comparação da variância das medianas de níveis de PAI-1 plasmáticos 

condicionada aos genótipos do polimorfismo aplicamos o teste de Kruskal-Wallis, 

visto que a distribuição dos valores na amostra e intra-grupamentos genotípicos não 

foi normal. 

 

 

7.7.2 Do estudo para verificar associação do polimorfismo 4g5g e do inibidor 
do ativador do plasminogênio 1 plasmático ativado com fatores de risco 
cardiovascular em pessoas vivendo com HIV/AIDS 

 

 

Para a descrição da população calculamos distribuição de frequências,  

médias com seus respectivos desvios padrões. Teste t student foi realizado para 

comparação de médias. A associação do polimorfismo do gene SERPINE1 ativado 

com RDCV e demais fatores de risco cardiovasculares foi testada por teste χ2 de 

Pearson. A medida de associação de variáveis paramétricas foi estimada pelo Odds 

ratio com seus respectivos intervalos de confiança.  

O ajuste foi feito por regressão logistica multivariada, tendo como critério de 

entrada no modelo uma associação de até 20% (ρ <0,2). 

Os dados foram digitados em dupla entrada e armazenados em banco 

exclusivo, utilizando o programa SQL Server 2000 (Microsoft) e Genexus (Version 

7.5, Artech Consultores). A análise estatística foi feita usando o programa Stata 

12.0. Para todas as comparações, um valor de p < 0,05 foi considerado significante. 
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8 RESULTADOS 

 

 

Foram produzidos dois artigos a partir das análises realizadas e em 

cumprimento dos objetivos elencados no projeto desta tese. Com o conjunto de 

dados obtidos nesta operacionalização mais 2 artigos que aqui não expomos por 

não corresponder aos objetivos desta tese.  

 
 
 
8.1  ARTIGO 1 –  
 
 
Biology (Apêndice C) 

 

Polimorfismo na região -675 do gene SERPINE1 (PAI-1) e sua 
associação com níveis de PAI-1 plasmático e com síndrome 

metabólica em pessoas vivendo com HIV/AIDS em Pernambuco-
Brasil 

 
Objetivo – Verificar a associação entre níveis de PAI-1 plasmáticos, codificados pelo genótipos polimorfos da região -675 do gene SERPINE1, no cromossomo 7q22.1, e a ocorrência de síndrome metabólica (SM) e entre os níveis plasmáticos de PAI-1 e o genótipos do polimorfismo 4G5G. 

Após o advento da terapia antirretroviral potente (TARV), a maior sobrevida das pessoas 

com HIV aumentou o tempo de exposição às drogas antirretrovirais. Diversas alterações 

metabólicas têm sido observadas nos indivíduos incluindo a síndrome metabólica (SM) e 

estas têm sido relacionadas à infecção crônica pelo HIV e, possivelmente, ao seu 

tratamento.1,2,3  

Gazzaruso et al6, relataram freqüência de 45,4% de SM em pessoas vivendo com 

HIV/AIDS em uso de ARV. Jericó et al7 encontraram uma freqüência entre 17 a 27%, de 

acordo com a faixa etária. Troian et al8 encontraram uma freqüência de SM de 38,2% em 

usuários de ARV. Estudos sugerem que a TARV, fatores relacionados à infecção pelo HIV e 

fatores individuais podem estar associados com o desenvolvimento da SM.2,9 

A síndrome metabólica (SM) é caracterizada pela presença concomitante de fatores 

reconhecidamente aterogênicos em um mesmo indivíduo.10 A presença de SM aumenta em 
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cinco vezes o risco de ocorrência do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e em duas vezes doença  

cardiovascular (DCV) trombótica, embora os fatores de hipercoagulabilidade não estejam 

incluídos nos critérios de definição da síndrome.11 

Vários estudos têm demonstrado que a SM é um forte preditor de DCV, especialmente 

coronariana, independentemente dos níveis de colesterol-LDL (C-LDL). Na SM, o paciente 

apresenta estado pró-inflamatório com interferência na fibrinólise.11  

É possível que a fisiopatologia da hipercoagulabilidade na SM envolva diversos 

mecanismos,12 dentre os quais destaca-se o aumento dos níveis do inibidor da ativação do 

plasminogênio (PAI 1) que tem sido considerado, por alguns, o cerne das alterações 

trombóticas da SM13 por ser a principal anormalidade implicada no estresse oxidativo e no 

estado inflamatório encontrado nesta síndrome. Alguns estudos demonstraram maior 

freqüência de DCV em pessoas com SM e aumento dos níveis de PAI-1.14,15,16 

Alguns genes estão envolvidos na regulação dos níveis de PAI-1, no entanto, apenas os 

polimorfismos na região 675, promotora do PAI-1 parecem levar a uma super-expressão 

deste gene17,18 e, conseqüentemente, estado pró-trombótico. As freqüências destes 

polimorfismos parecem variar com a etnia e localização geográfica da população20, sendo 

importante o conhecimento da sua ocorrência em diferentes populações. 

A resistência insulínica, o estado de hipercoagulabilidade e o estado contínuo de 

inflamação que caracterizam a síndrome metabólica poderiam explicar a elevada freqüência 

de eventos cardiovasculares na população portadora de HIV13. Entretanto, não se sabe por 

que algumas pessoas com SM cursam com maior freqüência destes eventos. Uma hipótese 

a ser considerada é a predisposição genética atuando sinergicamente a situações que 

favoreçam o desequilíbrio da homeostase de coagulação. 

Há estudos que avaliaram os níveis de PAI-1 e suas associações com distúrbios 

metabólicos em pessoas vivendo com HIV/AIDS.12,21,22,23,24 Contudo, até o momento não 

identificamos estudos sobre a freqüência do polimorfismo 4G/5G na região promotora do 

PAI-1 e sua associação com SM na população brasileira. 

O presente estudo se propõe a determinar a freqüência do polimorfismo no promotor do 

PAI-1 e sua expressão em pessoas vivendo com HIV/AIDS e verificar sua associação com a 

SM e risco de DCV. 

 
MÉTODOS 

 
População e Desenho do Estudo 

Este estudo constou de duas etapas. A primeira etapa foi um corte transversal para 

verificar a freqüência de polimorfismo e a associação com níveis de PAI-1 plasmáticos. Na 

segunda etapa, para verificar a associação entre polimorfismo e níveis plasmáticos de PAI-1 
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com SM, utilizou-se uma estratégia de caso controle. Este estudo é parte da Cohort AIDS-

PE, iniciada em julho de 2007, composta por pessoas vivendo com HIV/AIDS (PLWHA), 

maiores que 18 anos, atendidas entre 2007 e 2012 em dois serviços de referência para 

tratamento de pessoas vivendo com HIV/AIDS: Hospital Correia Picanço e Hospital Oswaldo 

Cruz, em Pernambuco - Brasil. Foram excluídas as pessoas que apresentaram doença 

relacionada à AIDS nos três meses anteriores às entrevistas. 

 

Tipo de amostragem e definição do tamanho da amostra 
Devido à escassez de estudos envolvendo pessoas vivendo com HIV/AIDS que 

determinassem a freqüência do polimorfismo na região -675 do gene SERPINE1 e sua 

associação com níveis plasmáticos de PAI-1 e com SM para determinar o tamanho da 

amostra utilizamos como referência estudos em população soronegativa para o HIV. Para a 

amostra do estudo de prevalência tomamos como base o trabalho de Martinez-Calatrava18, 

no qual a freqüência do polimorfismo 4G/4G foi de 37%. Tendo em vista um nível de 

confiança de 95% e um erro esperado de 7%, a amostra foi calculada em 173 pessoas. Já 

estudar a associação entre o polimorfismo e níveis plasmáticos do PAI-1 e síndrome 

metabólica, bem como entre níveis de PAI-1 plasmático e SM a amostra calculada a partir 

do estudo de prevalência foi de 65 casos (SM+) e 117 controles (SM-). Foram sorteadas 182 

pessoas entre os participantes da Cohort AIDS-PE. 

 

Coleta e processamento de dados 
Após assinatura de consentimento livre e esclarecido, os participantes responderam a um 

questionário padronizado e tiveram pressão arterial e medidas antropométricas aferidas por 

uma equipe treinada. Informações sobre TARV, doenças relacionadas ao HIV e valores de 

CD4 foram obtidas nos prontuários médicos e transcritas em formulários específicos, ficha 

de coleta de dados de acompanhamento. 

 

Coleta de amostras biológicas 
Amostras de soro, plasma e sangue total foram coletadas, nos dias 0 e 30 após admissão 

do paciente ao estudo. Soro e sangue total foram armazenados a -20°C e plasma a -80°C 

até o momento da análise. As coletas foram feitas sempre entre 8 e 11h da manhã. 

 
Definição de variáveis 

A SM foi assumida como variável dependente. Esta foi definida conforme os critérios 

utilizados pelo Harmonizing the metabolic syndrome: a Joint Interim Statement (JIS)19 que 

consideram caso quando o individuo apresenta 3 ou mais dos seguintes critérios de 

definição: Circunferência abdominal (CircAbd) ≥ 94 cm para homens e ≥ 80 cm para 
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mulheres; Pressão arterial sistólica ≥130mmHg e diastólica ≥85 mmHg ou uso de 

hipotensores orais; Glicemia ≥100 mg/dl ou uso de hipoglicemiantes; Trigliceridemia ≥150 

mg/dl ou uso de hipolipemiantes; Colesterol HDL(C-HDL) <40 mg/dl em homens e <50 mg/dl 

em mulheres. 

As seguintes variáveis foram considerados potenciais fatores de confusão biológicos 

(sexo e idade), hábitos de vida (tabagismo), comorbidades [hipertensão (HAS), obesidade e 

dislipidemia], laboratoriais (CT, LDL), relacionadas ao HIV (valor de CD4, tempo de 

diagnóstico da infecção pelo HIV) e relacionadas à TARV (uso de ARV, tempo de uso de 

ARV). 

Tabagismo foi categorizado como “uso atual” ou “uso passado” e “não uso” de tabaco. 

IMC foi categorizado de acordo com a OMS: abaixo do peso (<18,5 kg/m2), com peso 

normal (18,5 a 24,9 kg/m2), e sobrepeso (>25 kg/m2). Considerou-se que havia 

hipercolesterolemia quando CT >200 mg/dL ou se havia relato de uso de hipolipemiantes, 

LDL elevado se >130 mg/dL. Considerou-se dislipidemia a ocorrência de alterações em um 

dos seguintes parâmetros: CT, LDL, HDL, TG ou uso de hipolipemiantes. A contagem de 

CD4 foi baixa quando <350 células/mm3. Tempo de diagnóstico do HIV foi referido pelo 

participante e confirmado no prontuário médico, categorizado com <3 anos e ≥3 anos. As 

informações sobre a TARV foram retiradas do prontuário médico. Foi considerado “uso de 

ARV” se na data da entrevista o indivíduo estivesse em uso de antirretrovirais. Tempo de 

TARV foi avaliado como variável contínua, e categorizada em <3 anos e >3 anos de acordo 

com a data do início da TARV obtida no prontuário médico. 

 
A quantificação de CD4 foi executada em equipamento FACS Calibur three color flow 

cytometer (Becton Dickinson); as dosagens bioquímicas, com amostras coletadas após 

jejum de 12h, foram analisadas por método enzimático em equipamento Cobas Mira 

(Roche), todos submetidos à gestão da qualidade, com variação aceitável de 5% da média 

dos controles. O valor do LDL foi calculado de acordo com a equação de Friedewald25. 

O Polimorfismo 4G5G (SNPs rs 1799889) e os níveis plasmáticos de PAI-1 foram 

considerados como exposição principal. 
Para dosagem de plasminogênio plasmático foi usado o kit de ELISA KHC3071 (Human 

Invitrogen Corporation). Devido à falta de padronização de valores de referência 

amplamente aceitos, o plasminogênio foi analisado como variável contínua. 

Para determinação dos genótipos foi utilizado o ARMS-PCR (amplification-refractory 

mutation system - reação em cadeia da polimerase) com 2 primers de restrição como 

controles e 2 primers de restrição para SNPs rs1799889. As sequências para controles 

foram 5’-AAGCTTTTACCATGGTAACCCCTGGT-3’ e o 5’-

TGCAGCCAGCCACGTGATTGTCTAG-3’ gerando um amplicon de 256-pb como controle 
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interno e as seqüências alelo específicas 5G e 4G, respectivamente, 5’-

AGAGTCTGGACACGTGGGGG-3’ e 5’- AGAGTCTGGACACGTGGGG-3’ (138-pb, cada). 

Para a extração de DNA foi usado o kit MINI SPIN PLUS (BIOPUR), com emprego de 

Proteinase K. Após extração de DNA as amostras foram submetidas à dosagem de DNA por 

equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Cientific), com aceitação de amostras no mínimo 3 

ng/µL. As amostras foram armazenadas em microplaca livre de DNAses e RNAses e 

congeladas a -20°C até execução da PCR, conforme descrito por Bonyadi e cols26. Para 

confirmação dos achados na PCR, 10% das amostras amplificadas foram seqüenciadas. 

 

Análises estatísticas 
Para a descrição da população calculamos distribuição de frequências e médias com 

seus respectivos desvios padrões. A associação do polimorfismo rs1799889 com a SM foi 

testada por teste χ2 de Pearson. Na comparação das medianas de níveis de PAI-1 

plasmáticos condicionada aos genótipos do polimorfismo aplicamos o teste de Kruskal-

Wallis, já que a distribuição não era normal. Para todas as comparações, um valor de p < 

0,05 foi considerado significante. Os dados foram digitados em dupla entrada e 

armazenados em banco exclusivo, utilizando o programa SQL Server 2000 (Microsoft) e 

Genexus (Version 7.5, Artech Consultores). A análise estatística foi feita usando o programa 

Stata 12.0.  

 

RESULTADOS 
 

De 2074 participantes da Cohort AIDS-PE elegíveis para esse estudo, foram sorteados 

185 de acordo com o cálculo amostral. Destes, houve 3 perdas por falta de informações 

necessárias para caracterização de SM. Na amostra sorteada a média de idade foi de 

40,5±9,5 anos e 73,5% das pessoas eram do sexo feminino. A média de tempo de 

diagnóstico do HIV foi de 4,6±4,1 anos, 74,2% estavam em uso de ARV e 68,4% 

apresentavam CD4>350 células/mm3.  

A SM foi encontrada em 37,9% das pessoas estudadas, sendo mais freqüente no sexo 

feminino. A Tabela 1 mostra a freqüência e proporção de variáveis consideradas 

potencialmente associadas à SM. 
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TABELA 1 - Características clínicas e laboratoriais da população estudada de acordo com a 

presença de SM. 

Variáveis Todos SM+ SM- ρ 

Tamanho da amostra (N) 182 69 (37,9%) 113 (62,1) - 

Idade (anos)* 40,5 ± 9,5 44,5 ± 8,9 38,1 ± 9,1 <0,001 

Sexo feminino (%)** 133 (73,5%) 58 (84,1%) 75 (66,4%) 0,009 

IMC (kg/m2)* 24,7 ± 5,2 27,3 ± 5,1 23,1 ± 4,6 <0,001 

Fumantes (%)** 30 (16,5%) 9 (13%) 21 (18,6%) 0,328 

Colesterol Total (mg/dL)* 185,8 ± 49,3 187,1 ± 54,1 184,9 ± 53,1 0,794 

Colesterol LDL (mg/dL)* 103,2 ± 56,6 107,4 ± 67,8 101,0 ± 49,4 0,47 

CD4 ≤ 200/mm3 (%)** 24 (13,4%) 7 (10,3%) 17 (15,3%) 0,339 

CD4 ≤ 350/mm3 (%)** 71 (31,6%) 22 (32,3%) 49 (44,1%) 0,118 

Tempo de HIV (anos)* 4,6 ± 4,1 5,33 ± 3,9 4,24 ± 4,2 0,086 

Uso de TARV (%)** 135 (74,2%) 54 (78,3%) 81 (71,7%) 0,325 

Tempo de TARV (anos)* 4,2 ± 3,3 4,67 ± 3,4 3,94 ± 3,1 0,199 

Dislipidemia (%)** 150 (82,4%) 67 (97,1%) 83 (73,4%) <0,001 

PAI-1 ativado *** 13,6 (10,8-17,5) 13,5 (10,2-17,2) 13,8 (11,0-18,7) 0,397 

* Média e Desvio Padrão 

** N e percentual correspondente 

*** Medianas e intervalo interquartil 

 

 
Dos 182 participantes do estudo, 16 (8,65%) tinham genótipo (5G5G), 161 (87,03%) 

tinham alteração de um único alelo (4G5G) e 8 pessoas (4,32%) apresentavam mutação em 

ambos os alelos (4G4G). 

Não encontramos diferenças entre genótipos quanto à presença de SM (ρ=0,662), nem 

associação entre grupamentos genótipicos e SM (Tabela 2). 

Não houve associação entre o polimorfismo 4G5G na região -675 do promotor do PAI-1 e 

os componentes definidores de SM (Tabela 3). 

Os níveis plasmáticos de PAI-1 ativado foram discretamente diferentes em função dos 

genótipos do polimorfismo 4G5G, com medianas (Md) mais altas para os genótipos com 

4G4G (16,5ng/mL, IQ=10,9-22,9) e 5G4G (13,8ng/mL, IQ=10,8-17,59) em comparação com 

5G5G (13,2ng/mL, IQ=11,6-15,6), embora a diferença não tenha sido estatisticamente 

significante (ρ = 0,67) (Figura 1). 
 
 
 
 



55 
 

Tabela 2 – Freqüência de SNPs rs1799889 e distribuição alélica em pessoas com e sem SM em 

vivendo com HIV. 

Genótipos Total 
SM+ N=69 

N(%) 

SM- N=118 

N(%) 
ρ 

Polimorfismo 5G5G 16 (8,8%) 7 (10,1) 9 (8,0) 

0,662 Polimorfismo 4G5G 158 (86,8%) 58 (84,1) 100 (88,5) 

Polimorfismo 4G4G 8 (4,4%)  4 (5,8) 4 (3,5) 

Total 182 69 118 
 

 
 

  
 

Grupamentos genotípicos  

  
 

Polimorfismo 5G5G  7 (10,1) 9 (8,0) 
0,614 

Polimorfismo 4G5G/ 4G4G †  62 (89,9) 104 (92) 

Total  69 113 
 

 
 

  
 

Distribuição alélica  

  
 

5G  72 (52,2) 118 (52,3) 
 

4G  66 (47,8) 108 (47,7) 
 

Total  138 (100) 226 (100) 
 

 
 

 † Agrupamento de genótipos com presença de pelo menos um alelo 4G 

 

 

 

A Tabela 4 mostra as médias de PAI-1 ativado de acordo com a presença de SM, em 

cada categoria do polimorfimo 4G5G. Não houve associação estatisticamente significante 

entre o nível sérico de PAI-1 ativado e SM (ρ = 0,49). 

 

 

DISCUSSÃO 

 

 

Nesse estudo a freqüência de heterozigose para o polimorfismo 4G5G do PAI-1 foi 

86,8%. Embora a freqüência alélica do 5G tenha sido 52,2%, a freqüência de genótipos 

homozigóticos (13,2%) foi baixa, especialmente a do genótipo 4G4G que teve freqüência de 

4,2%. Não encontramos associação entre polimorfismo 4G5G e níveis plasmáticos do PAI-1 

ativado, nem com SM ou com seus componentes definidores isoladamente. Os níveis de 

PAI-1 ativado não diferiram entre as pessoas com e sem SM. 
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Tabela 3 – Variáveis biológicas, clínicas, hábitos de vida, indicadores metabólicos, relacionadas ao 

HIV e à TARV, de acordo com o polimorfismo 4G5G do PAI-1 em pessoas vivendo com HIV/AIDS. 

 
Variáveis 5G5G 4G5G/4G4G ρ 

Tamanho da amostra (N=182) 16 166 - 

Variáveis biológicas 

   Idade (anos)* 41,8 ± 7,8 40,4 ± 9,6 0,568 

Sexo feminino** 11 (68,7%) 125 (74,0%) 0,651 

Variáveis Antropométricas 

   IMC (kg/m2)* 25,4 ± 4,3 24,7  5,3 0,617 

Circunferência abdominal (cm) ♀* 87,3 ± 7,9 86,2 ± 11,7 0,776 

Circunferência abdominal (cm) ♂* 88,7 ± 9,4 85,1 ± 10,9 0,480 

PAS ** 124,7 ± 19,3 118,1 ± 18,1 0,173 

PAD ** 81,7 ± 14,7 80,5 ± 12,8 0,721 

Dislipidemia ** 14 (87,5%)   136 (81,9%) 0,576 

Variável de Hábitos de vida 
   Fumantes ** 2 (12,5%) 29 (17,2%) 0,633 

Outros Indicadores metabólicos 

Colesterol Total (mg/dL)* 207,3 ± 67,7 183,7 ± 51,2 0,098 

Colesterol LDL (mg/dL)* 120,2 ± 72,2 101,5 ± 54,8 0,211 

Colesterol HDL (mg/dL), ♀ *** 45 (38 - 45) 40,4 (35 - 51) 0,647 

Colesterol HDL (mg/dL), ♂ *** 39,5 (37 - 54,3) 38,5 (34 - 47) 0,574 

Triglicerídeos (mg/dL)*** 150 (102 - 168) 137 (91 - 215) 0,931 

Glicemia de jejum (mg/dL)*** 89 (84 - 93) 88 (82 - 96) 0,827 

PAI-1 ativado (ng/mL)*** 13,2 (11,6 – 15,6) 13,8 (10,8 – 17,9) 0,697 

Variáveis relacionadas ao HIV 

   CD4 ≤ 200/mm3** 4 (25,0%) 20 (12,0%) 0,144 

CD4 ≤ 350/mm3 ** 6 (37,5%) 66 (39,8%) 0,86 

Tempo de HIV (anos)* 3,96 ± 3,2 4,71 ± 4,2 0,482 

Variáveis relacionadas à TARV 

   Uso de ARV ** 12 (75%) 126 (74,6%) 0,969 

Tempo de TARV (anos)* 4,04 ± 3,6 4,25 ± 3,2 0,823 

* Média e Desvio Padrão 

** N e percentual correspondente 

*** Medianas e intervalo interquartil 

 
 

 A freqüência genotípica do polimorfismo 4G5G do PAI-1 teve distribuição diferente das 

encontradas em populações etnicamente distintas da população brasileira. Sakhtehm, et 
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al27, encontraram uma freqüência de 44% para 4G e 55% para 5G em pessoas caucasianas. 

He et al11 descreveram freqüência de 44,3% do alelo 4G e 55,7% do alelo 5G em pessoas 

asiáticas.28 Narah et al18 encontraram freqüência do alelo 4G de 13% entre nativos 

africanos, 54% entre indianos e 58% em caucasianos. Em nosso estudo a freqüência dos 

genótipos 4G4G e 5G5G foi menor do que a observada nas demais populações, ocorrendo 

exceção apenas quando a comparação é feita com a freqüência do 4G4G entre nativos da 

África do Sul;: encontramos maior freqüência de 4G4G do que nesse grupo populacional 

específico. Acreditamos que o predomínio de heterozigóticos encontrado em nosso estudo 

pode ser justificado pela miscigenação de etnias ocorrida historicamente no nordeste do 

Brasil. 
 

 

 

 

 
Legenda: PLASM = PAI-1 ativado, em ng/mL; 0= Genótipo 5G5G;  1= 

genótipo 4G5G;  2= genótipo 4G4G. 

Figura 1: Box plot com medianas, intervalos interquartis e intervalo de confiaça de 95% de 
níveis de PAI-1 ativado de acordo com os genótipos do PAI-1 em pessoas vivendo com HIV/AIDS. 
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Tabela 4 – Níveis de PAI-1 plasmático expresso em medianas de acordo com a presença 

de SM em pessoas vivendo com HIV/AIDS. 

  SM - SM + ρ  

N=182 117 (64%) 65 (36%) 

 
    PAI-1 (ng/mL) 13,5 (10,2 -17,1) 13,8 (11,0 – 18,7) 0,48 ‡ 

    PAI-1 (ng/mL) em genótipos com 4G 13,4 (10,2 - 17,2) 14,7 (10,8 - 19,0) 0,34 † 

    PAI-1 (ng/mL) em genótipo 5G5G 14,1 (11,7 - 15,8) 12,7 (11,5-14,7) 0,49 † 

Níveis de PAI-1 expressos como mediana (intervalo interquartil)  

(†) = Comparação de medianas de PAI-1 plasmático para o mesmo genótipo entre pessoas com e sem SM. 

(‡) = Comparação de medianas entre grupos com SM e sem SM. 

 

 

Não encontramos associação entre polimorfismo 4G5G do gene da SERPINE1 e os 

níveis plasmáticos de PAI-1 ativado em pessoas vivendo com HIV/AIDS. Neste estudo, 

observamos apenas os valores absolutos dos níveis séricos de PAI-1 ativado plasmático em 

cada grupo genotípico. Verificamos discretas elevações das medianas e valores maiores 

quanto mais 4G se tem no genótipo concordando com os trabalhos iniciais de pesquisa de 

associação de polimorfismo 4G5G com PAI-1 plasmático.29,30,31,32 Foram encontrados 

menores valores em pessoas com o genótipo 5G5G e valores maiores em pessoas com 

genótipo 4G4G. Este comportamento também foi percebido por outros autores,9,33,34,35 mas 

com diferença estatisticamente significante entre os genótipos e em pessoas não infectadas 

com HIV. Ou seja, nossos resultados parecem seguir a tendência do que já se descreve em 

alguns estudos prévios, o que pode sugerir que o tamanho da nossa amostra tenha sido 

insuficiente para detectar essa diferença. Também é possível que não tenhamos encontrado 

associação do PAI-1 plasmático com homozigóticos devido ao baixo número de 

homozigotos que obtivemos. 

Publicações mais recentes sugerem que a síntese do PAI-1 sofre influências de diversos 

fatores externos,27,34,36,37,38 como aqueles relacionados aos hábitos de vida. Também há 

evidências de que outros polimorfismos além do 4G5G,33 29 no mesmo cromossomo ou até 

em outros cromossomos estejam associados à síntese do PAI-1 plasmático. De Lange34 

estudou os polimorfismos C428T e G429A, na região -844 do cromossomo 7 e, embora não 

tenha encontrado associação dos mesmos com o polimorfismo 4G5G (região -675), verificou 

uma associação entre a síntese de PAI-1 a ocorrência de homólogos de polimorfismos na 

região -844, em indivíduos que migraram para a zona urbana e adquiriram novos hábitos de 

vida. Assim, apesar de alguns estudos terem demonstrado uma associação dos genótipos 

contendo 4G e níveis mais altos de plasminogênio em pessoas sem HIV,18,26,28,34,39 estes 
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achados  nos sugerem que a associação dos polimorfismos com  os níveis de PAI-1 ativado 

pode ser complexa, alterando-se ao longo do tempo e pela influencia de outros fatores. 

Portanto, o caráter transversal do nosso estudo pode ter sido uma limitação do nosso 

trabalho. Seria recomendável a realização de outros longitudinais com dosagens repetidas 

ao longo do tempo, bem como com observação de outros fatores que poderiam influenciar 

essa modulação.  

Há evidências de que outras variáveis, como proteína C reativa ultrasensível, 

Interleucinas40, pré-calcitonina, ativador tissular do plasminogênio e uroquinase tipo 

plasminogênio22, estejam também associadas com a síntese de PAI-1 plasmático, mas o 

estudo das mesmas estavam além dos objetivos do nosso trabalho. 

Não há consenso quanto aos valores normais de PAI-1 ativado. A faixa de referencia na 

literatura é ampla.33 29 O valor do PAI-1 ativado encontrado em nosso estudo se aproximou 

ao descrito em espanhóis vivendo com HIV, com imunossupressão grave e co-infectados 

por herpes vírus ou citomegalovírus (14,6 ng/mL ± 3,7 ng/mL).36 32 Outros autores 

constataram níveis mais elevados de PAI-1 ativado do que os nossos. Na Itália, estudo 

realizado com PLWHA usando ARV, os valores encontrados para níveis de PAI-1 foram 

muito elevados quando comparados à todos os demais publicados: 60,9% apresentaram 

níveis de PAI-1 maiores que 112 ng/mL.33 Chama a atenção o fato de nossa população, 

composta por pessoas atendidas em ambulatório, a maioria com CD4>350/mm3 e usuária 

de ARV, ter valores de PAI-1 ativado semelhantes aos de pessoas com doença avançada e 

CD4<350/mm3. 

A TARV tem aumentado significativamente a sobrevida das pessoas vivendo com 

HIV/AIDS. mas também tem sido associada ao aparecimento de alterações metabólicas 

nesses indivíduos, como o desenvolvimento de lipodistrofia e de SM.16,27, ,41 A influencia de 

medicamentos na expressão de PAI-1 já havia sido reportada por Yki-Jäarvinen et al em 

200324 e depois foi afirmada por Wang et al, em 20089. O primeiro, quando estudou 

lipodistrofia (LD) em grupo de pessoas vivendo com HIV/AIDS verificou que a Rosiglitazone 

promovia redução, não apenas dos níveis séricos de PAI-1, como de RNAm de PAI-1 e dos 

depósitos de gordura hepática. E o segundo, quando verificou redução significativa (ρ <0,05) 

da expressão de PAI-1 no grupo de pessoas em uso de Sinvastatin. Ambas as observações 

são concordantes com a percepção de Hadigan et al42 (2001) que descreveu a redução da 

expressão e da concentração de ativador de plasminogênio tecidual (tPA), demonstrando 

regulação por agentes externos à fisiologia humana. Por sua vez, Kristoffersen et al21 não 

perceberam influencia da TARV nos níveis de PAI-1, mesmo após 14 meses de uso. 

Alterações de concentração só foram percebidas nos marcadores de disfunção endotelial: 

sICAM-1, E-Selectim e PCRus. Não está claro, portanto, a influencia dos ARV no níveis de 
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PAI-1. O estudo do efeito de medicamentos sobre os níveis de PAI-1 não foi objeto deste 

trabalho.  

Em resumo, na população estudada não foi encontrada associação entre genótipos do 

polimorfismo 4G5G do gene da SERPINE1 e níveis plasmáticos de PAI-1.  Também não 

verificamos associação do polimorfismo 4G5G e dos níveis de PAI-1 com SM. Não obstante, 

podemos supor que a população estudada, tanto apresenta distribuição genotípica particular 

como comportamento distinto e que, talvez, a expressão fenotípica sofra influencia de outros 

fatores alheios à infecção por HIV e medicamentos. 

Para elucidar essas questões recomendamos novos estudos que incluem o polimorfismo 

do PAI-1 e outros fatores, possivelmente envolvidos com a expressão do PAI-1: marcadores 

de inflamação e outros polimorfismos Proxy. Estudos tipo coorte prospectiva, considerando 

esquemas de TARV, com observação de estágios antes e após a introdução da terapia. 
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6.2. ARTIGO 2 –  
 
 
 

Associação do Polimorfismo na região -675 do gene SERPINE1 
(PAI-1) e dos níveis de PAI-1 ativado com fatores de risco 

cardiovascular em pessoas vivendo com HIV/AIDS em 
Pernambuco-Brasil.  

 

 

Após a introdução da terapia antirretroviral combinada (TARV), houve aumento da 

expectativa de vida das pessoas com HIV e conseqüente exposição prolongada às drogas 

antirretrovirais.1 Por outro lado, a TARV ainda não erradica o HIV e as pessoas infectadas 

com HIV estão expostas cronicamente à citocinas inflamatórias, relacionadas tanto a 

infecção, quanto à resposta à TARV.2 Essas alterações, acrescidas ao envelhecimento das 

pessoas, têm se refletido em uma mudança significativa do perfil epidemiológico dessa 

população. Observa-se redução da mortalidade devido a causas relacionadas à AIDS e 

aumento da mortalidade devido a eventos não relacionados à AIDS3. Dentre as doenças não 

relacionadas à AIDS, as doenças cardiovasculares (DCV) se destacam pela sua alta 

freqüência.4  

Uma forma comumente utilizada para estimar risco de eventos cardiovasculares é a 

utilização de equações que combinam vários fatores de risco e fornecem uma estimativa 

quantitativa de risco para DCV em um determinado período de tempo. O escore de 

Framingham é uma dessas equações, amplamente utilizado na população geral5, e mais 

recentemente em pessoas infectadas com HIV.6,7  

A patogenia dos eventos cardiovasculares nessa população é complexa, uma vez que 

envolve fatores inflamatórios relacionados à infecção, que se mantém mesmo com o 

controle da infecção após introdução da TARV.2 Há a participação dos fatores de risco 

tradicionais, relacionados ao envelhecimento e às complicações metabólicas 

desencadeadas pela TARV.8,9 Este status inflamatório parece favorecer a disfunção 

endotelial, distúrbios da coagulação e fibrinólise, que são as primeiras alterações da doença 

aterosclerótica.10  
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Dentre as citocinas endoteliais, PAI-1 é o principal fator inibidor da fibrinólise11 e 

disfunções associadas a essa citocina têm sido associadas à doença cardiovascular.12 Os 

níveis plasmáticos do PAI-1 podem sofrer influência de fatores como idade, sexo, 

obesidade, tabagismo, etnia e polimorfismos genéticos.13 O polimorfismo mais estudado é o 

4G5G, que é a inserção ou exclusão de nucleotídeo na região promotora do gene da 

SERPINE1. Há relatos de que a presença do alelo 4G implique em níveis mais elevados de 

PAI-114 e possivelmente estejam associados à DCV.15 Essas associações são mais 

estudadas em pessoas sem HIV.14,15 Em pessoas vivendo com HIV/AIDS, alguns autores 

encontraram níveis mais elevados de PAI-1 nessa população do que os níveis encontrados 

em pessoas sem HIV.16,17 Há discordância quanto a associação de níveis elevados de PAI-1 

e fatores de risco para DCV.18,19 Pouco se sabe sobre a participação do polimorfismo 4G5G 

no risco cardiovascular em infectados pelo HIV.  

Esse estudo tem como objetivo verificar se o polimorfismo 4G5G do PAI-1 e os níveis 

plasmáticos do PAI-1 ativados estão associados com maior risco estimado para eventos 

cardiovasculares elevados, e com os componentes usados para estimar risco pelo escore 

de Framingham. 

 

 

MÉTODOS 
 

População e Desenho do Estudo 
Utilizamos uma estratégia de caso controle para verificar a associação do polimorfismo e 

dos níveis plasmáticos de PAI-1 ativado com risco cardiovascular. 

Este estudo é parte da Cohort AIDS-PE, iniciada em julho de 2007, composta por mais de 

2074 pessoas infectadas com HIV em atendimento ambulatorial em dois serviços de 

referência para HIV do estado de Pernambuco, Brasil.  
Foram incluídas pessoas vivendo com HIV/AIDS, com 18 anos ou mais, atendidas 

ambulatorialmente entre 2007 e 2012. Foram excluídas as pessoas que apresentaram 

doença relacionada à AIDS nos três meses anteriores às entrevistas. 

Devido à escassez de estudos envolvendo pessoas vivendo com HIV/AIDS que 

determinassem a freqüência do polimorfismo na região -675 promotora PAI-1 e sua 

associação com níveis de PAI-1 ativado, bem como com risco para DCV, nesta pesquisa 

foram utilizados como referência estudos em população soronegativa para o HIV para 

determinar o tamanho da amostra.    

A amostra do estudo de prevalência do polimorfismo foi estimada tomando como base o 

trabalho de Martinez-Calatrava20, no qual a freqüência do polimorfismo 4G/4G foi de 37%. 
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Tendo em vista um nível de confiança de 95% e um erro esperado de 7%, a amostra 

estimada foi de 173 pessoas. Entre estes foram identificados aqueles com alto risco 

cardiovascular (casos) e com baixo risco cardiovascular (controles). 

As pessoas foram sorteadas entre os participantes da Cohort AIDS-PE. 

 

 

Coleta e processamento de dados 
Após assinatura de consentimento livre e esclarecido, os participantes responderam a um 

questionário padronizado e tiveram pressão arterial e medidas antropométricas aferidas por 

uma equipe treinada. Informações sobre TARV, doenças relacionadas ao HIV e valores de 

CD4 foram obtidas nos prontuários médicos e transcritas em formulários específicos.  

 
Dosagens séricas, plasmáticas e pesquisa de Polimorfismos 

Amostras de soro, plasma e sangue total foram coletadas, nos dias 0 e 30 após admissão 

do paciente ao estudo. Soro e sangue total foram armazenados a -20°C e plasma a -80°C 

até o momento da análise. As coletas foram feitas sempre entre 8 e 11h da manhã. O 

plasma serviu à determinação de PAI-1, o soro foi empregado para dosagens de colesterol 

total (CHOL), colesterol lipoproteina de alta densidade (HDL), Glicemia (GJ), triglicerídeos 

(TG). O sangue total foi utilizado para a quantificação de CD4 e obtenção de DNA para 

determinação do polimorfismo. 

A quantificação de CD4 foi executada em equipamento FACS Calibur three color flow 

cytometer (Becton Dickinson); as dosagens bioquímicas, com amostras coletadas após 

jejum de 12h, foram analisadas por método enzimático em equipamento Cobas Mira 

(Roche), todos submetidos à gestão da qualidade, com variação aceitável de 5% da média 

dos controles. O valor do LDL foi calculado de acordo com a equação de Friedewald19. 

Para dosagem de plasminogênio plasmático foi usado o kit KHC3071 (Human Invitrogen 

Corporation). Para determinação dos polimorfismos, o DNA foi extraído com kit MINI SPIN 

PLUS (BIOPUR), com emprego de Proteinase K. Depois cada extrato foi submetido à 

dosagem de DNA por µL em equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Cientific), com aceitação 

de extratos contendo no mínimo 3 ng/µL. Os extratos foram armazenados em microplaca 

livre de DNAses e RNAses e congeladas a -20°C até execução da reação em cadeia da 

polimerase (PCR), no Centro de Genomas da UNIFESP-SP/ Brasil, com protocolo descrito 

por Bonyadi e cols19  e seqüenciamento gênico de 10% das amostras amplificadas para 

confirmação dos achados na PCR. A detecção dos polimorfismos na região -675 4G5G 

promotora do PAI-1 foi feita usando como controle o prime 5’-

AAGCTTTTACCATGGTAACCCCTGGT-3’, como prime comum o 5’-
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TGCAGCCAGCCACGTGATTGTCTAG-3’ (256-pb) e alelo específicas 5G e 4G, 

respectivamente, 5’-AGAGTCTGGACACGTGGGGG-3’ e 5’- AGAGTCTGGACACGTGGGG-

3’ (138-pb, cada).  

 
 
Definição de termos 
 
VARIÁVEL DEPENDENTE 

 

Risco estimado para doenças cardiovasculares (RDCV) 
Para estimar o risco para doenças cardiovasculares, foi empregado o escore de 

Framingham (Anexo C). Nesse modelo, calcula-se a chance, em percentual, de um 

indivíduo apresentar um evento cardiovascular no período de dez anos. As pessoas são 

estratificados em risco baixo (<10%), risco moderado (10 a 20%) e alto risco (>20%). Nesse 

estudo, agrupamos as pessoas em duas categorias: Baixo risco (<10%) e risco alto (>10%), 

incluindo-se as pessoas com risco moderado e alto em uma única categoria.  

 

Outros fatores de risco cardiovasculares 
Além do risco para DCV estimado pelo escore de Framingham, os seguintes fatores de 

risco para doença cardiovascular foram analisados separadamente:  

• Co-morbidades clínicas: hipertensão (HAS), diabetes mellitus (DM), excesso de peso e 

dislipidemia; 

• Laboratoriais: TG, LDL, TG, HDL, razão TG/HDL, Colesterol não HDL.  

 

Hipertensão foi definida como a pressão arterial sistólica (PAS) >130 mmHg ou pressão 

arterial diastólica (PAD) >85 mmHg, ou uso de anti-hipertensivos no momento da entrada no 

estudo. Glicemia de jejum >125 mg/dL, ou uso de hipoglicemiante oral no momento da 

entrada no estudo foi categorizada como diabetes (DM). Os indivíduos foram classificados 

de acordo com o índice de massa corporal (IMC) em: abaixo do peso (<18,5kg/m2), com 

peso normal (18,5 a 24,9kg/m2), e excesso de peso (>25kg/m2), com agrupamento das 

pessoas com sobrepeso (25 a 29,9kg/m2) e obesidade (>30kg/m2) em uma única categoria. 

Definiu-se hipercolesterolemia quando CT >200mg/dL ou uso de hipolipemiantes, LDL 

elevado se >130mg/dL. “Colesterol não HDL” foi calculado, subtraindo-se o valor do 

Colesterol HDL (HDL) do valor do CT, sendo considerado alto se valores acima de 

160mg/dL. A razão TG/HDL foi utilizada como marcador de risco cardiovascular relacionado 

a um perfil lipídico desfavorável, sendo considerada alterada quando maior ou igual a 3,8. 
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Dislipidemia foi julgada presente se pelo menos um dos seguintes parâmetros estivessem 

alterados: CT, LDL, HDL, TG ou uso de hipolipemiantes. 

 

VARIÁVEIS DE EXPOSIÇÃO 

 

O polimorfismo na região -675 promotora do inibidor do ativador do plasminogênio 
1 (PAI-1) é decorrente da substituição ou ausência de uma guanina no loci -675 do gen 

promotor do PAI-1. O genótipo selvagem é o 5G5G; a heterozigose para o polimorfismo é 

definida pela substituição de uma base em um único alelo, caracterizando o genótipo 4G5G; 

a homozigose para o polimorfismo é definida pela substituição da base nos dois alelos 

caracterizando o genótipo 4G4G. Em nosso estudo, os genótipos 4G4G e 4G5G foram 

agrupados em uma única categoria.  
Devido à falta de padronização de valores de referência amplamente aceitos, o 

plasminogênio foi analisado como variável contínua. Também foi analisado 

categoricamente, agrupado em quartis, de acordo com a distribuição encontrada na 

amostra. 

 

VARIÁVEIS CONSIDERADAS PARA AJUSTE DO MODELO FINAL: 

As seguintes variáveis foram consideradas para ajustes do modelo multivariado: 

biológicas (sexo e idade), hábitos de vida (tabagismo), relacionadas ao HIV (valor de CD4, 

tempo de diagnóstico do HIV) e relacionadas à TARV (uso de ARV, tempo de uso de ARV). 

Tabagismo foi categorizado como “uso atual” e “uso passado” ou “não uso”. Para CD4 

foram considerados dois pontos de corte: <350 células/mm3 e <200 células/mm3. Tempo de 

diagnóstico do HIV foi referido pelo participante e confirmado no prontuário médico. As 

informações sobre a TARV foram retiradas do prontuário médico. Foi considerado “uso de 

TARV” se na data da entrevista o indivíduo estivesse em uso de antirretrovirais. Tempo de 

TARV foi avaliado como variável contínua, de acordo com a data do início da TARV obtida 

no prontuário médico. 

 
Plano de tabulação e análise dos dados 
 

Para a descrição da população calculamos distribuição de frequências,  médias com seus 

respectivos desvios padrões. Para comparação de médias foi empregado o teste t student. 

A associação do polimorfismo do PAI-1 ativado com risco para DCV e demais fatores de 

risco cardiovasculares foi testada por teste χ2 de Pearson. A medida de associação de 
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variáveis paramétricas foi estimada pelo Odds ratio com seus respectivos intervalos de 

confiança.  

Os dados foram digitados em dupla entrada e armazenados em banco exclusivo, 

utilizando o programa SQL Server 2000 (Microsoft) e Genexus (Version 7.5, Artech 

Consultores). A análise estatística foi feita usando o programa Stata 12.0. Para todas as 

comparações, um valor de p < 0,05 foi considerado significante. 

 
RESULTADOS 

 

De 2074 participantes da Cohort AIDS-PE elegíveis para esse estudo, foram sorteados 

185. Destes, 23 não tinham todas as informações para quantificação do risco para DCV pelo 

escore de Framingham e foram excluídos, totalizando 162 participantes. 
A Tabela 1 mostra as médias e freqüências das variáveis estudadas na população geral e 

na população com risco para DCV alto e baixo. A média de idade foi de aproximadamente 

40 anos e a maioria das pessoas era do sexo feminino. Quase 40% dos participantes tinham 

hipertensão, próximo da metade tinha excesso de peso e 80% apresentava dislipidemia. 

Quanto à infecção, a maioria estava usando ARV e 60% tinha CD4 >350 células/cm3. As 

médias de tempo de diagnóstico do HIV e de uso de ARV foram maiores do que quatro 

anos.  

A freqüência do polimorfismo 4G5G do PAI-1 encontrada nesse estudo está exposta na 

Tabela 2.  

A média do PAI-1 ativado foi de 14,4ng/mL (+5,5ng/mL). Os níveis mais altos foram 

encontrados nas pessoas com polimorfismo 4G4G e risco para DCV elevado. Não houve 

diferença estatisticamente significativa entre os níveis de PAI-1 ativado das pessoas quanto 

ao risco para DCV nas diferentes categorias de polimorfismo, como mostra a Tabela 2. 

Não encontramos associação entre a presença do polimorfismo 4G4G/4G5G com risco 

para DCV elevado, nem em análise univariada (OR=0,7; IC95%=0,1 a 3,6; ρ=0,7), nem após 

ajuste por sexo e idade (Tabela 3). 

Quando avaliamos a associação do polimorfismo 4G5G do PAI-1 com fatores de risco 

tradicionais para DCV encontramos maior freqüência de pessoas com CT elevado, assim 

como com colesterol não HDL entre aqueles com genótipo 5G5G (Tabela 3). Não 

encontramos associação do polimorfismo com as demais variáveis estudadas.  
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Tabela 1 - Características gerais da população estudada.  

Dados da população 
estudada Todos RDCV baixo RDCV alto ρ 

Tamanho da amostra (N) 162 145 17 
 Variáveis Biológicas 

    Idade (anos) * 40,52 ± 9,2 39,3 ± 8,7 50,9 ± 6,3 0,001 
Mulheres – N (%) 118 (72,8) 108 (74,5) 10 (58,8) 0,17 
Variáveis antropométricas 

    IMC (kg/m2)* 24,7 ± 5,3 24,5 ± 5,3 26,7 ± 4,7 0,09 
Circunferência abdominal ♀ * 85,9 ± 11,6 85,6 ± 11,6 89,1 ± 12,4 0,4 
Circunferência abdominal ♂ * 85,5 ± 10,8 84,7 ± 9,7 95,2 ± 12,8 0,02 
PAS (mmHg)* 118,4 ± 18,5 116,8 ± 17,9 132,6 ± 17,5 < 0,001 
PAD (mmHg)* 80,8 ± 13,5 79,5 ± 13,2 91,9 ± 10,6 < 0,001 
Hábitos de vida 

    Fumantes – N (%)  26 (16,1) 21 (14,5) 5 (29,4) 0,11 
Variáveis laboratoriais 

    Colesterol Total (mg/dL)* 184,9 ± 49,8 182, 1 ± 51,2 208,8 ± 26,8 0,03 
Colesterol LDL (mg/dL)* 111,9 ± 51,9 109,7  ± 53,6 131,8 ± 25,1 0,1 
Colesterol HDL (mg/dL), ♀ * 44,6 ± 13,5 45,2 ± 13,9 38,9 ± 5,7 0,16 
Colesterol HDL (mg/dL), ♂ * 42,3 ± 3,4 43,8 ± 13,7 34,9 ± 8,7 0,07 
Triglicerídeos (mg/dL)* 178 ± 131,1 167,1 ± 127 271,6 ± 132 0,002 
Glicose sérica (mg/dL)* 92,7 ± 24,7 91,7 ± 22,4 101,5 ± 39 0,12 

CNHDL (mg/dL)* 140,9 ± 51,8 137,3 ± 52,8 172,1±27,8 0,008 
TG/HDL* 4,6 ± 3,7 4,1 ± 3,3 8,01 ± 5,1 < 0,001 
Variáveis relacionadas ao 
HIV 

    CD4 ≤ 200/mm3 – N (%) 21 (13) 20 (13,7) 1 (5,9) 0,34 
CD4 ≤ 350/mm3 – N (%) 66 (40,7) 63 (43,4) 3 (17,6) 0,03 
Tempo de HIV (anos)* 4,6 ± 4,2 4,4 ± 3,9 6,2 ± 5,8 0,09 
Variáveis relacionadas à 
TARV 

    Tempo de TARV (anos)* 4,2  ± 3,3 4,1 ± 3,2 5,2 ± 3,7 0,23 
Uso de TARV – N (%) 122 (75,3) 109 (75,2) 13 (76,5) 0,9 
Variáveis clínicas 

    Dislipidemia – N (%) 133 (82,1) 116 (80) 17 (100) 0,04 
HAS – N (%) 62 (38,3) 48 (33,1) 14 (82,3) <0,001 
DM – N (%) 8 (4.9) 3 (2,1) 5 (29,4) <0,001 
Excesso de peso – N (%) 72 (44.4) 60 (41,4) 12 (70,6) 0,054 
PAI-1 ativado* 14,4 ± 5,5 14,4 ± 5,3 14,6 ± 7,1 0,9 
* média e desvio padrão 
CNDHL = Colesterol não HDL 
RDCV = Risco para doença cardiovascular 
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Tabela 2 - Freqüência do polimorfismo 4G5G do PAI-1 e níveis plasmáticos de PAI-1 

ativado em pessoas vivendo com HIV/AIDS de acordo com o risco para doenças 

cardiovasculares (RDCV) estimado pelo escore de Framingham. 

 
RDCV baixo RDCV alto ρ 

Total da 
população 

Polimorfismo 4G4G - N(%) 6   (4,1%) 2   (11,8%)  8 (4,9%) 

PAI-1 ativado (ng/ml) ± DP 16,8 (7,3) 17,5 (9,2) 0,9 16,9 (7,1) 

Polimorfismo 4G5G - N(%) 126 (86,9%) 13  (76,4%)  139 (85,8%) 

PAI-1 ativado (ng/ml) ± DP 14,4 (5,4) 14 (7,4) 0,8 14,3 (5,5) 

Polimorfismo 5G5G - N(%) 13 (8,9%) 2   (11,8%)  15 (9,3%) 

PAI-1 ativado (ng/ml) ± DP 13,7 (4,8) 15,5 (5,5) 0,6 13,9 (4,7) 

N 145 17  162 
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Tabela 3 - Associação do polimorfismo 4G5G do PAI-1 com risco para doenças 

cardiovasculares (RDCV), hipertensão, diabetes mellitus, tabagismo, Colesterol não HDL 

(CNHDL) e razão triglicerídeo/HDL em pessoas vivendo com HIV/AIDS.  

Polimorfismo CASOS CONTROLES OR(IC95%) ρ 
RDCV alto RDCV baixo 

5G5G – N (%) 2 (11,8) 13 (9) 1,0 
0,7* 

4G4G/4G5G – N (%) 15 (88,2) 132 (91) 0,7 (0,1 – 3,7) 

   0,6** 

 HAS (+) HAS (-)   
5G5G– N (%) 7 (11,3) 8 (8) 1,0 

0,5* 
4G4G/4G5G– N (%) 55 (88,7) 92 (92) 0,7 (0,2 – 2,0) 

   0,4** 

 DM (+) DM (-)   
5G5G– N (%) 0 15 (9,7) 1,0 

0,4* 
4G4G/4G5G– N (%) 8 (100) 139 (90,3)  -  

 -    

 CT alto CT normal   
5G5G– N (%) 9 (16,4) 6 (5,6) 1,0 

0,02* 
4G4G/4G5G– N (%) 46 (83,6) 101 (94,4) 0,3 (0,1 – 0,8) 

   0,02** 

 HDL alterado HDL normal   
5G5G– N (%) 11 (10,1) 4 (7,5) 1,0 

0,6* 
4G4G/4G5G– N (%) 98 (89,9) 49 (92,5) 0,6 (0,2 – 2,2) 

   0,5** 

 CNHDL 
 

CNHDL normal   
5G5G– N (%) 9 (16,1) 6 (5,7) 1,0 

0,03* 
4G4G/4G5G– N (%) 47 (83,9) 100 (94,3) 0,3 (0,1 – 0,8) 

   0,02** 

 TG/HDL 
 

TG/HDL normal   
5G5G– N (%) 5 (6,9) 10 (11,1) 1,0 

0,4* 
4G4G/4G5G– N (%) 67 (93,1) 80 (88,9) 1,7 (0,5 – 5,4) 

   0,4** 

* valor de ρ para o teste do qui-quadrado; ** valor de ρ para Odds Ratio (OR) ajustado para 

sexo, idade e tabagismo; IC95%: intervalo de confiança 95%. RDCV: risco de doença 

cardiovascular estimado pelo escore de Framingham; HAS: hipertensão arterial sistêmica; 

DM: diabetes mellitus; HDL: lipoproteína de alta densidade; CNHDL: Colesterol não HDL; 

TG: triglicerídeo. 
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Os níveis de PAI-1 ativado foram mais altos entre as pessoas com CT acima de 130 mg/dL 

e CT não HDL acima de 160 mg/dL (Tabela 3). Não houve diferença das médias do PAI-1 

ativado entre os demais fatores de risco analisados (Tabela 4). 

 

 

Tabela 4 - Associação de PAI-1 ativado com risco para doenças cardiovasculares (RDCV), 

hipertensão, diabetes mellitus, tabagismo, Colesterol não HDL (CNHDL) e razão 

trigliceídeos/C-HDL em pessoas vivendo com HIV/AIDS. 

PAI-1 ativado 
Média em ng/mL 

(IC95%) 

CASOS CONTROLES 
ρ 

RDCV alto RDCV baixo 

14,6 (10,9 – 18,2) 14,4 (13,5 – 15,3) 0,9 

HAS (+) HAS (-)  

14,1 (12,7 -  15,5) 14,6 (13,5 – 15,7) 0,6 

DM (+) DM (-)  

14,4 (11,3 – 17,6) 14,4 (13,5 – 15,3) 0,9 

CT alto CT normal  

15,6 (13,8 – 17,3) 13,8 (12,9 – 14,7) 0,06 

C-HDL alto C-HDL normal  

14,9 (13,7 – 16) 13,5 (12,2 – 14,8) 0,15 

CNHDL alto CNHDL normal  

15,6 (13,9 – 17,4) 13,8 (12,9 – 14,7) 0,04 

TG/C-HDL alto TG/C-HDL normal  

14,5 (13,2 – 15,8) 14,4 (13,2 - 15, 5) 0,9 

 
 

DISCUSSÃO 
 

Esse estudo teve como objetivo principal avaliar a associação do polimorfismo do gene 

SERPINE1 e dos níveis plasmáticos de PAI-1 com risco cardiovascular estimado e com 

fatores de risco tradicionais em pessoas infectadas com HIV. Não encontramos associações 

com risco para DCV estimado. Dentre os fatores de risco tradicionais para DCV, 

hipercolesterolemia foi associada a níveis mais elevados de PAI-1 ativado, e com genótipo 

5G5G do polimorfismo da região 675 do gene do PAI-1. 

O uso de biomarcadores endoteliais protrombóticos para estimar de eventos 

cardiovasculares ainda é controverso em pessoas infectadas com HIV. Esse estudo não 

encontrou associação entre níveis plasmáticos do PAI-1 ativado e risco cardiovascular 
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estimado pelo escore de Framinghan. Da mesma forma, alguns autores não encontraram 

associação de níveis de PAI-1 com doença aterosclerótica subclínica15 ou eventos 

cardiovasculares maiores21 em pessoas infectadas com HIV. Por outro lado, outros autores 

demonstraram que entre as pessoas vivendo com HIV/AIDS que tiveram o primeiro infarto 

do miocárdico (IAM), os níveis plasmáticos de PAI-1 estavam elevados nos 12 meses 

anteriores ao desenvolvimento do desfecho, quando comparados com pessoas que não 

tiveram IAM22.  

Também não houve associação do polimorfismo 4G5G do PAI-1 com risco cardiovascular 

estimado pelo escore de Framinghan. Em pessoas vivendo com HIV/AIDS, poucos estudos 

avaliaram o polimorfismo 4G5G do PAI-123 e nenhum avaliou a associação desse 

polimorfismo com DCV. Em pessoas sem HIV, ainda não está claro qual a participação do 

polimorfismo do PAI-1 no surgimento de eventos cardiovasculares. A maioria dos estudos 

evidencia que o polimorfismo dessa região está associado com os níveis plasmáticos do 

PAI-1,24,25 mas os resultados são mais conflitantes em relação a associação com eventos 

cardiovasculares. FOX, et al26 não encontraram associação entre polimorfismo 4G5G do 

PAI-1 e espessamento de média intimal de carótidas em 1778 pessoas participantes da 

coorte Framingham offspring. No Brasil, Lima et al15 identificaram associação do 

polimorfismo 4G5G do PAI-1 e doença aterosclerótica grave, com maior freqüência do 

genótipo 4G4G em pessoas com aterosclerose grave de coronárias, identificada por 

angiografia. Em metanálise realizada em população chinesa não infectada pelo vírus HIV, foi 

encontrada associação do polimorfismo 4G5G com risco para DCV27. Em nosso estudo, a 

maioria dos participantes possuía pelo menos um alelo 4G. A baixa freqüência de 

homozigose 5G5G foi inesperada, uma vez que a literatura descreve variações entre 20% e 

50%, em populações de diferentes etnias.28 Além disso, não houve diferença dos níveis 

plasmáticos de PAI-1 entre os diferentes genótipos do polimorfismo. Essa pode ser parte da 

justificativa para os achados encontrados.  

É importante ressaltar que esse estudo não avaliou evento cardiovascular maior ou 

doença aterosclerótica sub-clínica e sim o risco estimado para tais eventos em 10 anos de 

acordo com escore de Framingham. Guzman-Fulgencio et al também não encontraram 

associação de níveis de PAI-1 com risco para DCV em 10 anos pelo escore de Framingham. 

Esses autores descreveram médias de PAI-1 (13,5 ng/ml) em pessoas infectadas com HIV 

próximas aos valores que encontramos, mais baixos do que os descritos por Lima et al15 em 

estudo que encontrou associação com evento cardiovascular como desfecho (>35 ng/mL em 

todos os grupos). 

Dentre os fatores de risco tradicionais para doença cardiovascular avaliados nesse 

estudo, apenas a hipercolesterolemia esteve associada com níveis mais elevados de PAI-1. 

Um achado inesperado do nosso estudo foi que as pessoas sem o alelo 4G tiveram maior 
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chance de ter colesterol elevado, uma vez que esse alelo tem sido implicado em perfil 

metabólico desfavorável. Estudos deste tipo envolvendo pessoas vivendo com HIV/AIDS 

são raros. Em pessoas não infectados pelo HIV, os estudos sobre associação entre 

polimorfismo 4G5G e RDCV mostram resultados conflitantes24 e em pessoas com HIV ainda 

são escassos. Foi encontrada uma associação entre o polimorfismo 4G e 

hipercolesterolemia, mas não com hipertrigliceridemia. Já Kim et al29 e colaboradores não 

encontraram associação entre o polimorfismo e dislipidemia. Esses mesmos autores 

evidenciaram chance maior de HAS em pessoas com o alelo 4G do polimorfismo, com OR 

de 1,6 para genótipo 4G5G e 1,7 para o genótipo 4G4G. Dados semelhantes foram 

descritos por um estudo espanhol em homens, onde foi encontrado OR de 1,89 para HAS 

nos portadores do alelo 4G. Nós não encontramos associação do polimorfismo com 

hipertensão. Recentemente, em uma metanálise sobre polimorfismos envolvidos na 

fibrinólise, foi descrito que outros polimorfismos próximos a região do 4G5G no cromossomo 

7q22.1, além de polimorfismos em outros genes que não os do cromossomo 7 e suas 

variantes polimórficas, estão envolvidos na associação entre valores de PAI-1 e fatores de 

risco cardiovasculares.14  

Uma das limitações desse estudo foi ter avaliado o risco estimado de doença 

cardiovascular em pessoas infectadas com HIV através de uma equação que não leva em 

consideração fatores de risco especificamente relacionados ao HIV, principalmente uso de 

ARV e o status imunológico. Isso pode tornar o escore de Framingham inadequado para 

essa população. Entretanto, essa tem sido uma ferramenta amplamente utilizada em 

diferentes populações. Existem equações específicas para pessoas infectadas com HIV, 

mas que levam em consideração a utilização de drogas de pouco uso em nosso meio. Em 

estudo recente realizado na população brasileira, incluindo pessoas da “AIDS-PE Cohort”, 

não foi encontrado associação de fatores relacionados ao HIV com escore de risco 

cardiovascular estimado alto.30 Além disso, já foi demonstrado que o risco para DCV 

estimado pelo escore de Framingham acima de 10% em 10 anos está associado com 

aterosclerose subclínica avaliada por espessamento de média intimal de carótidas em 

estudo realizado com pessoas da “AIDS-PE Cohort”, sugerindo que o escore de 

Framingham pode ser um bom preditor de DCV nessa população.31 

Outra limitação que deve ser levada em consideração foi o pequeno número de pessoas 

com o genótipo 5G5G. Esse foi um achado inesperado e pode ter diminuído o poder do 

estudo em encontrar associações estudadas.  

Em conclusão, não encontramos associação do polimorfismo 4G5G do PAI-1 e níveis 

plasmáticos de PAI-1 com risco cardiovascular estimado por escore de Framingham em 

pessoas infectadas com HIV. Entretanto, encontramos associação de hipercolesterolemia 

com níveis plasmáticos mais altos de PAI-1 conforme o esperado. A alta freqüência de 
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dislipidemia em pessoas com HIV encontrada neste e em outros estudos9,32,33 e a bem 

documentada associação de hipercolesterolemia e doença cardiovascular em pessoas 

sem34 e com HIV,35 atenta para a utilização desse parâmetro como um importante marcador 

na predição de risco cardiovascular nessa população. Também encontramos associação da 

hipercoelesterolemia com o genótipo 5G5G, diferentemente do que esperávamos.  

A identificação de biomarcadores associados a risco aumentado de morbidade em 

populações específicas pode ser muito útil, mas até que possam ser empregados na prática 

clínica é preciso que os resultados de diversos estudos sejam convergentes. Baseado nesse 

estudo, o PAI-1 e o polimorfismo 4G5G do PAI-1 não são bons biomarcadores para 

identificar pessoas infectadas com alto risco cardiovascular. Estudos prospectivos e com 

maior tamanho de amostra são necessários para avaliação da real participação do PAI-1 e 

os polimorfismos associados no aumento da incidência de doenças cardiovasculares em 

pessoas infectadas com HIV. 
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9  CONCLUSÕES 

 

 

A análise dos dados do presente estudo nos permite concluir que: 

 

 A freqüência do polimorfismo na população estudada é predominantemente 

heterozigótica (86,8%).  

 

 Os níveis de PAI-1 no plasma são relativamente baixos (14,4 ± 5,5 ng/mL) 

quando comparados àqueles obtidos na maioria dos estudos em pessoas não 

infectadas com HIV e em pessoas vivendo com o HIV. 

 

 Na amostra analisada não há associação entre polimorfismo 4G5G com 

níveis de plasminogênio, embora exista uma discreta diferença entre níveis 

encontrados nas pessoas 5G5G e nas pessoas com genótipos 4G5G e 4G4G 

- com alelo 4G, mas sem significância estatística. 

 

 Não há diferença de níveis de PAI-1 plasmáticos entre genótipos contendo 

um alelo 4G e dois alelos, o que sugere que a alteração SNP em um ou dois 

locus não esteja implicada na elevação do PAI-1 plasmático. 

 

 Não foi encontrada associação do polimorfismo 4G5G, nem dos níveis de 

PAI-1 com SM, quando ajustada pelo sexo, idade, IMC, tempo de TARV, 

tempo de HIV e pelo tabagismo. 

 

 Não foi encontrada associação entre polimorfismo 4G5G com variáveis 

definidoras de SM e com variáveis CT, LDL, dislipidemia, CD4 e CV. 

 

 Nesse estudo, não foi observada associação do polimorfismo 4G5G do PAI-1 

nem dos níveis plasmáticos de PAI-1 com RCV>10% pelo escore de 

Framingham, mas houve associação de RDCV alto com hipercolesterolemia. 
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10  CONSIDERAÇÕES FINAIS E RECOMENDAÇÕES 

 

 

Após avaliação dos resultados deste estudo podemos sugerir os seguintes: 
 

 Recomendamos que este estudo deva ser expandido com N maior e com 

inclusão de outras variáveis como marcadores de inflamação, elementos da 

cadeia de coagulação e variáveis de hábito de vida, além de outros 

polimorfismos.  
 

 Recomendamos a execução de estudo prospectivo que possam avaliar a 

associação entre polimorfismo 4G5G e os níveis de PAI-1 plasmático e o 

desenvolvimento de síndrome metabólica e, ou eventos cardiovasculares. 
 

 Recomendamos que seja verificada associação do PAI-1 plasmático em 

comparação com colesterol não HDL, por níveis de corte baixo, normal, 

moderado e alto, ajustado por sexo e outras variáveis neste estudo não 

analisadas como hábito de vida uso de drogas viciantes, prática de exercício 

e por tipo de ARV. 
 

 Sugerimos que outros instrumentos de avaliação de risco sejam empregados 

para comparação com achados obtidos quando empregamos o Escore de 

Framingham para Risco Cardiovascular em 10 anos. 
 

 Sugerimos testar influencia da TARV na expressão fenotípica do gen 

promotor do PAI-1, variante rs1799762 por estudo prospectivo. 
 

 Sugere-se realização de estudo caso-controle com pareamento de pessoas 

por genótipos, IMC, tabagismo, níveis séricos médios de GJ, TG, CT e C-HDL 

para comparação de medianas de PAI-1 plasmático e verificação de 

diferenças na expressão. 
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Apêndice A – Termo de Consentimento Livre Esclarecido 
 

Eu, __________________________________________________, (responsável pelo 
paciente:_______________________________________________), permito a admissão do 
mesmo no estudo “Investigação prospectiva sobre lipodistrofia e alterações 
metabólicas (síndrome metabólica e perda de massa óssea) como efeito adverso da 
terapia anti-retroviral em adultos, adolescentes e crianças com HIV/aids no Estado de 
Pernambuco com avaliação não invasiva de dano vascular e estudo do polimorfismo 
genético associado à resistência à insulina”, a ser realizado no Hospital Universitário 
Oswaldo Cruz, Hospital Correia Picanço e Hospital das Clinicas coordenado pelo Prof. Dr. 
Demócrito de Barros Miranda Filho. 
Em conseqüência, permito realizar alguns exames laboratoriais e de imagem (radiológicos) 
necessários ao estudo. 
Antes de minha participação um profissional envolvido no trabalho me informou que esse 
estudo é uma investigação sobre síndrome metabólica, lipodistrofia e alterações ósseas 
como efeito adverso da terapia anti-retroviral em adultos, adolescentes e crianças com 
HIV/Aids. 
Autorizo a equipe a fazer algumas perguntas e responderei ao questionário sobre o tema 
(alterações na aparência física relacionadas ao aumento ou diminuição de gordura no corpo 
conseqüente ao tratamento anti-retroviral) e sobre alguns hábitos e comportamentos. A 
participação no estudo implica em coleta de sangue com agulha e tubo de coleta com 
material descartável, perfurando-se a pele até alcançar a veia do braço. Este procedimento 
pode causar um leve desconforto, como dor no local da punção, e, raramente, levar ao 
aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada, causada pelo extravasamento de 
pequena quantidade de sangue (hematoma). A equipe de pesquisa tentará sempre que 
possível encaixar tais exames nas coletas para exames de rotina a fim de evitar 
desconforto. Poderão ser realizados, conjuntamente, exames radiológicos como radiografia 
e densitometria óssea e durante as consultas medicas serão feitas mensurações 
antropométricas (serão tomadas medidas de algumas partes do seu corpo). Estes exames 
envolvem baixo risco de problemas na sua realização, embora possam causar pequeno 
desconforto para algumas pessoas. Você terá acesso a todos os resultados dos exames 
que serão entregues pelo seu medico, por ocasião das consultas, sendo feitos os 
esclarecimentos em relação aos achados.  
Permito a guarda de qualquer material coletado para exame laboratorial com o objetivo 
futuro de pesquisa médica ou educacional. Autorizo ainda a utilização das informações 
médicas obtidas de minha pessoa em reuniões, congressos e publicações científicas sem 
que meu nome apareça ou que haja possibilidades de ser identificado. 
Finalmente, estou ciente que caso eu deseje mais esclarecimentos ou caso eu tenha 
qualquer dúvida sobre a pesquisa, a equipe de pesquisadores me responderá a qualquer 
dúvida pelos telefones 81 2101 1333 ou 9976 4712 nos horários das 8:00 às 16:00 horas. 
Caso eu não queira participar ou se quiser desistir em qualquer momento, isso não vai 
implicar em nenhum prejuízo de qualquer natureza para minha pessoa ou de meus 
familiares. Eu concordo em participar deste estudo, assinando esse termo em duas vias, 
ficando uma cópia comigo. 

Recife, _____ de ______________ de 20__. 
 
________________________________               ______________________________ 
   Assinatura do paciente ou responsável                 Demócrito de Barros Miranda Filho 
                                                                                      Coordenador da Pesquisa 
_____________________                                                 _______________________ 
    Primeira Testemunha                                                         Segunda Testemunha 
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Polymorphism of -675 Region of Gene SERPINE1 (PAI-1) and its 
Association with PAI-1 Plasma Levels and Metabolic Syndrome in 

People Living with HIV/AIDS in Pernambuco, Brazil 
 

Objective – To study the association between PAI-1 plasma levels, encoded by the polyform 
genotypes of the -675 region of the SERPINE1 gene, on chromosome 7Q22.1, and the 
occurrence of metabolic syndrome (MS), and between the PAI-1 plasma levels and the 
genotypes of the polymorphism 4G5G. 

Methods and Results - Cross-sectional study to determine the frequency of the 
polymorphism 4G5G of PAI-1 and case-control study to verify associations between 
polymorphisms and plasma levels of PAI-1 with MS. The sample of 185 people was 
randomly selected from a group of 2074 participants in the AIDS-PE Cohort. The 
prevalence of heterozygosity was 86.8%, and of homozygous 4.4% for 4G4G. The mean 
age was 40.5 (SD ±9.9 years). The median of the activated PAI-1 was 13.6 ng/mL (IQ: 
10.8-17.5). The frequency of MS was 37.9%. We found no association of the 
polymorphism with the plasma levels of PAI-1, nor with MS.  

Conclusions- In this study, we found a high prevalence of heterozygosity for the 
polymorphism 4G5G in people living with HIV/AIDS in the northeast of Brazil. We found 
no association, however, of the polymorphism under study with the plasma levels of 
activated PAI-1 or with MS.  
 
 
 
 
After the advent of potent antiretroviral therapy (ART), the improved survival rate of 

people with HIV has increased the time of exposure to antiretroviral drugs. Various metabolic 
changes have been observed in individuals, including metabolic syndrome (MS), and these 
changes have been linked to the chronic infection by HIV and, possibly, to its treatment.1,2,3  

Gazzaruso et al.6 reported a frequency of 45.4% of MS in people infected with HIV/AIDS 
submitted to ARV therapy. Jericó et al.7  found a frequency between 17 and 27%, according 
to the age group. Troian et al.8 found a frequency of MS of 38.2% in users of ART. Studies 
suggest that in ART, factors related to the HIV infection and individual factors are involved 
with the development of MS.2.9 

Metabolic syndrome (MS) is characterized by the concomitant presence of factors that are 
known to be atherogenic in the same individual.10 The presence of MS results in a five-fold 
increase in the risk of occurrence of type 2 diabetes mellitus (DM2) and a two-fold increase 
in the risk of occurrence of thrombotic cardiovascular disease (CVD), although the 
hypercoagulability factors are not included in the criteria for the definition of the syndrome.11 

Several studies have demonstrated that MS is a strong predictor of CVD, especially of the 
coronary type, regardless of the levels of LDL-cholesterol (LDL-c). In MS, the patient has a 
proinflammatory state with interference in fibrinolysis.11  

It is possible that the physiopathology of hypercoagulability in MS involves various 
mechanisms,12 among which the increase in the levels of the Plasminogen Activator Inhibitor 
1(PAI1) stands out. Some have considered this to lie at the heart of the thrombotic changes 
in MS13 since it’s the main abnormality involved in the oxidative stress and inflammatory state 
found in this syndrome. Some studies have demonstrated a higher frequency of CVD in 
people with MS and increased levels of PAI-1.14,15,16 

Some genes are involved in regulating the levels of PAI-1, but only the polymorphisms of 
region -675, promoter of PAI-1, seem to lead to a super-expression of this gene:17.18 and, 
consequently, to a prothrombotic state. The frequencies of these polymorphisms seem to 
vary according to the ethnicity and geographic location of a population20, which makes the 
understanding of their occurrence in different populations important. 



130 
 

The insulin resistance, hypercoagulability and continuous state of inflammation that 
characterize the metabolic syndrome could explain the high frequency of cardiovascular 
events in the population infected with HIV13. It is not known, however, why some people with 
MS suffer from these events with greater frequency. A hypothesis to be considered is the 
genetic predisposition acting synergistically with situations that favor the imbalance in the 
homeostasis of coagulation. 

Some studies have evaluated the levels of PAI-1 and their associations with metabolic 
disorders in people living with HIV/AIDS.12,21,22,23,24. Until now, however, we didn't identify any 
studies on the frequency of the polymorphism 4G/5G in the promoter region of PAI-1 and its 
association with MS in the Brazilian population. 

This study seeks to determine the frequency of the polymorphism in the promoter of PAI-1 
and its expression in people living with HIV/AIDS, and to verify its association with MS. 
 

METHODS 
 
Study Population and Design 

This study consisted of two stages. The first step was a cross-sectional design to assess 
the polymorphism frequency and the association with PAI-1 plasma levels. In the second 
step, the case control strategy was used to check the association between the polymorphism 
and PAI-1 plasma levels with MS. This study is part of the AIDS-PE Cohort, started in July 
2007, made up of people living with HIV/AIDS (PLWHA), over 18 years of age, and cared for 
between 2007 and 2012 in two reference services for the treatment of people living with 
HIV/AIDS: Hospital Correia Picanço and Hospital Oswaldo Cruz, in Pernambuco - Brazil. 
People who had diseases related to AIDS in the three months prior to the interviews were 
excluded. 
 
Sampling Type and Sample Size Definition 

Due to the scarcity of studies involving people living with HIV/AIDS that could help 
determine the frequency of the polymorphism in the -675 region of the SERPINE1 gene and 
its association with PAI-1 plasma levels and with MS so as to determine the size of the 
sample, we used studies on the seronegative population for HIV as reference. For the 
sample of the study on the prevalence, we took the work by Martinez-Calatrava18 as 
reference, in which the frequency of the polymorphism 4G/ 4G was 37%. Taking a 
confidence level of 95% and an expected error of 7% into account, the sample was 
calculated at 173 individuals. To study the association of the polymorphism and PAI-1 
plasma levels with the metabolic syndrome, in addition to the association of PAI-1 plasma 
levels with MS, the sample calculated based on the prevalence study included 65 cases 
(MS+) and 117 controls (MS-). 182 individuals were randomly selected among the 
participants of the AIDS-PE Cohort. 
 
Data Collection 

After signing the free informed consent form, the participants answered a standardized 
questionnaire and had their blood pressure and anthropometric measurements taken by 
trained personnel. Information on ART, diseases related to HIV and CD4 counts were 
obtained from the medical records and transcribed in specific forms and tracking data 
collection sheets. 
 
Collection of Biological Samples 

Samples of serum, plasma and whole blood were collected on days 0 and 30 after the 
patient's admission to the study. Serum and whole blood were stored at -20°C and plasma at 
-80°C until the time of analysis. The collections were made between 8 and 11am. 
 
Definition of Variables 

MS was considered as the dependent variable. It was defined according to the criteria 
used in Harmonizing the metabolic syndrome: a Joint Interim Statement (JIS)19, which 
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considers a case as MS when the individual has 3 or more of the following definition criteria: 
Abdominal Circumference (CircAbd) ≥ 94 cm for men and ≥ 80 cm for women; Systolic blood 
pressure ≥ 130mmHg or dystolic blood pressure ≥  85 mmHg or use of oral hypotensive 
agents; Glycemia ≥100 mg/dl or use of hypoglycemic agents; Triglyceridemia ≥150 mg/dl or 
use of hypolipaemic agents; HDL-cholesterol (HDL-C) < 40 mg/dl in men and <50 mg/dl in 
women. 

The following variables were considered as potential confounders: biological variables 
(gender and age), lifestyle habits (smoking), clinical co-morbidities (hypertension (HAS), 
obesity and dyslipidemia), laboratorial variables (CT, LDL), variables related to HIV (CD4 
count, time elapsed since HIV diagnosis) and related to ART (use of ARV, time of ARV use). 

Smoking was categorized as "current use" or as "past use" and "non-use" of tobacco. The 
BMI was categorized according to the WHO: underweight (<18.5 kg/m2), normal weight (18.5 
to 24.9 kg/m2), and overweight (>25 kg/m2). Hypercholesterolemia was considered when CT 
>  200 mg/dL or when there was a reported use of hypolipaemic agents, high LDL if > 130 
mg/dL. Dyslipidemia was considered when changes occurred in one of the following 
parameters: TC, LDL, HDL, TG or use of hypolipaemic agents. The CD4 count was low when 
< 350 cells/mm3. Time elapsed since HIV diagnosis was referred to by the participant and 
confirmed in the medical records, categorized as <3 years and ≥3 years. The ART 
information was extracted from the medical records. "Use of ART" was considered if on the 
date of the interview the individual was using antiretroviral drugs. Time of ART was assessed 
as a continuous variable and categorized as <3 years and ≥3 years according to the date of 
the beginning of ART obtained from the medical records. 

The CD4 count was performed in a FACS Calibur three color flow cytometer (Becton 
Dickinson); the biochemical assays, with samples collected after fasting for 12h, were 
analyzed through the enzymatic method on a Cobas Mira device (Roche), all were submitted 
to quality management with an acceptable variation of 5% of the mean of the controls. The 
LDL value was calculated according to the Friedewald equation25. 

The Polymorphism 4G5G (SNPs rs 1799889) and PAI-1 plasma levels were considered 
as the main exposure variables. 

To determine the plasminogen plasma levels, the kit ELISA KHC3071 (Human Invitrogen 
Corporation) was used. Due to the lack of standardization of widely accepted reference 
values, the plasminogen was analyzed as a continuous variable. 

To determine the genotype, the ARMS-PCR (amplification-refractory mutation system - 
polymerase chain reaction) was used with 2 restriction primers as controls and 2 restriction 
primers for SNPs rs1799889. The control sequences were 5’-
AAGCTTTTACCATGGTAACCCCTGGT-3’ and 5’-TGCAGCCAGCCACGTGATTGTCTAG-3’, 
generating an amplicon of 256-pb as internal control and the 5G and 4G allele specific 
sequences of 5’-AGAGTCTGGACACGTGGGGG-3’ e 5’- AGAGTCTGGACACGTGGGG-3’, 
respectively (138-bp, each). For DNA extraction the MINI SPIN PLUS kit (BIOPUR) was 
used, with the use of Proteinase K. After DNA extraction, the samples were subjected to 
DNA dosage with the Nanodrop 2000 device (Thermo Cientific), with acceptance of samples 
of at least 3 ng/µL. The samples were stored in a microplate free of DNAses and RNAses 
and frozen at -20°C until execution of the PCR, as described by Bonyadi et al.26. For 
confirmation of the PCR findings, 10% of amplified samples were sequenced. 
 
Statistical Analysis 

In order to describe the population, we calculated the frequency distribution and mean 
with their respective standard deviations. The association of the polymorphism rs1799889 
with MS was tested through the Pearson χ2 test. To compare the variance of the medians of 
PAI-1 plasma levels conditioned to the polymorphism genotypes, we applied the Kruskal-
Wallis test, since the distribution was not normal. For all comparisons, a p value < 0.05 was 
considered as statistically significant. Data was double entered and stored in a unique 
database, using the SQL Server 2000 (Microsoft) and Genexus (Version 7.5, Artech 
Consultants) software. The statistical analysis was performed with the Stata 12.0 software.  



132 
 

 
 

RESULTS 
 

Of the 2074 participants in the AIDS-PE Cohort eligible for this study, 185 were randomly 
selected. Of these, 3 were excluded due to the lack of necessary information for the 
characterization of MS. In the study population, the mean age was 40.5±9.5 years and most 
people were of the female gender. The mean time elapsed since HIV diagnosis was 4.6±4.1 
years, 74.2% of the individuals were undergoing ARV therapy and 68.4% had CD4 >350 
cells/mm3.  

MS was found in 37.9% of the individuals under study, being more frequent in women. 
Table 1 shows the frequency and proportion of variables considered potentially associated 
with the MS. 

Of the 182 study participants, 16 (8.65%) had genotype (5G5G), 161 (87.03%) had an 
alteration in a single allele (4G5G) and 8 people (4.32%) had mutations in both alleles 
(4G4G). 

We found no differences between genotypes regarding the presence of MS (ρ = 0.662), 
nor an association between genotype groupings and MS (Table 2). 

There was no association between the polymorphism 4G5G in the PAI-1 -675 promoter 
region and the defining components of MS (Table 3). 

The plasma levels of activated PAI-1 were slightly different as a function of the 
polymorphism genotypes 4G5G, with higher medians (Md) for the genotypes with 4G4G 
(16.5ng/mL, IQ = 10.9-22.9) and 5G4G (13.8ng/mL, IQ = 10.8-17.59) when compared with 
5G5G (13.2ng/mL, IQ = 11.6-15.6), although this difference was not statistically significant (ρ 
= 0.67) (Figure 1). 
 

 
Table 4 shows the means of activated PAI-1 according to the presence of MS for each 

category of the polymorphism 4G5G. There was no statistically significant association 
between the serum level of activated PAI-1 and MS (ρ = 0.49). 
 
 

DISCUSSION 
 
 

In this study, the frequency of heterozygosity for the polymorphism 4G5G of PAI-1 was 
86.8%. Although the allelic frequency of 5G was 52.2%, the frequency of homozygous 
genotypes (13.2 %) was low, especially of the genotype 4G4G, which had a frequency of 
4.2%. We found no association between the polymorphism 4G5G and plasma levels of 
activated PAI-1, nor with MS or with its defining components separately. The levels of 
activated PAI-1 did not differ between people with and without MS. 

 
 The genotype frequency of the polymorphism 4G5G of PAI-1 had a different distribution 

than those found in ethnically distinct populations of the Brazilian population. Sakhtehm, et 
al.27 found a frequency of 44% for 4G and 55% for 5G in Caucasians. He et al.11 described a 
frequency of 44.3% of allele 4G and 55.7% of allele 5G in Asians.28 Narah et al.18 found a 4G 
allele frequency of 13% in native Africans, 54% in Indians and 58% in Caucasians. In our 
study, the frequency of genotypes 4G4G and 5G5G was lower than that observed in other 
populations, with the only exception occurring when the comparison is made with the 
frequency of 4G4G among natives of South Africa. We found a higher frequency of 4G4G 
than in this specific population group. We believe that the predominance of heterozygocity 
found in our study may be explained by the historic ethnic miscegenation that occurred in the 
northeast of Brazil. 

We found no association between the polymorphism 4G5G of the SERPINE1 gene and 
the activated PAI-1 plasma levels in people living with HIV/AIDS. In this study, we observed 
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only the absolute values of serum levels of activated PAI-1 plasma levels in each genotypic 
group. We found mild elevations of the medians and higher values as more 4G could be 
found in the genotype, which is in agreement with the initial research on the association of 
the polymorphism 4G5G with PAI-1 plasma levels.29,30,31,32 Lower values were observed in 
people with the genotype 5G5G and higher values in people with genotype 4G4G. This 
behavior was also observed by other authors,9,33,34,35 but with  statistically significant 
difference between the genotypes and in people not infected with HIV. In other words, our 
results seem to follow the trend that has already been described in some previous studies, 
which may suggest that the size of our sample was insufficient to detect this difference. It is 
also possible that we found no association of PAI-1 plasma with homozygocity due to the low 
number for homozygotes that we obtained. 

More recent publications suggest that the synthesis of PAI-1 is influenced by various 
external factors,27,34,36,37,38 such as those related to lifestyle. There is also evidence that other 
polymorphisms besides 4G5G,33 29 on the same chromosome, or even on other 
chromosomes, may be associated with the synthesis of PAI-1 plasma. De Lange34 studied 
the polymorphisms C428T and G429A in the -844 region of chromosome 7, and although he 
did not find an association with the polymorphism 4G5G (region -675), he did find an 
association between the synthesis of PAI-1 and the occurrence of counterparts of the 
polymorphisms in the region -844 in individuals who had migrated to an urban area and 
acquired new life habits. Although some studies have demonstrated an association of the 
genotypes containing 4G with higher levels of plasminogen in people without HIV,18,26,28,34,39 

these findings suggest, therefore, that the association of the polymorphisms with the levels of 
activated PAI-1 can be complex, changing over time and under the influence of other factors. 
As such, the cross-sectional nature of our study may have been a limitation of our work. It 
would be advisable to carry out other longitudinal studies with repeated dosages over time, in 
addition to observing other factors that could influence this modulation.  

There is evidence that other variables, such as ultra-sensitive C-reactive protein, 
Interleukins40, pre-calcitonin, tissue plasminogen activator and urokinase-type plasminogen22, 
are also associated with the synthesis of PAI-1 plasma levels, but the study of these 
variables was beyond the scope of our work. 

There is no consensus regarding the normal values of activated PAI-1. The reference 
range in the literature is extensive.33 The value of activated PAI-1 found in our study 
approached the one described in Spanish people living with HIV, with severe 
immunosuppression and co-infected by the herpes virus or cytomegalovirus (14.6 ng/mL ± 
3.7 ng/mL).36 Other authors have found higher levels of activated PAI-1 than our own. In an 
Italian study conducted with PLWHA using ART, the values found for levels of PAI-1 were 
very high when compared to all other published results: 60.9% had levels of PAI-1 greater 
than 112 ng/mL.33 The fact that our population, composed of outpatients, most with CD4 
>350/mm3 and using ART, has values of activated PAI-1 similar to individuals with advanced 
disease and CD4<350/mm3, stands out. 

ART has significantly increased the survival rate of people living with HIV/AIDS, but it has 
also been associated with the emergence of metabolic changes in these individuals, such as 
the development of lipodystrophy and MS.16.27,41 The influence of medication on the 
expression of PAI-1 has already been reported by Yki-Jäarvinen et al. in 200324 and was later 
confirmed by Wang et al. in 20089. The first studied lipodystrophy in a group of people living 
with HIV/AIDS and found that Rosiglitazone promoted the reduction not only of the serum 
levels of PAI-1, but also of the mRNA of PAI-1 and of liver fat deposits. The latter found a 
significant reduction (ρ < 0.05) in the expression of PAI-1 in the group of people using 
Sinvastatin. Both observations are in agreement with the observation by Hadigan et al.42 
(2001), who described the reduction in the expression and concentration of tissue 
plasminogen activator (tPA), demonstrating a regulation by agents external to human 
physiology. In turn, Kristoffersen et al.21 did not observe an influence of ART on PAI-1 levels, 
even after 14 months of use. Changes in concentration were only observed in the endothelial 
dysfunction markers: sICAM-1, E-Selectim and PCRus. The influence of ARV on PAI-1 levels 



134 
 

is therefore unclear. The study of the effect of drugs on PAI-1 levels was not the object of this 
work.  

In summary, no association was found between the genotypes of the polymorphism 4G5G 
of the gene SERPINE1 and the PAI-1 plasma levels in the population under study. We also 
observed no association of the polymorphism 4G5G and the PAI-1 levels with MS. 
Nevertheless we can assume that the population under study presents both a particular 
genotypic distribution and a distinct behavior and that the phenotypical expression might be 
influenced by other factors unrelated to the HIV infection and drugs. 

To shed light on these questions, we suggest studies that include the polymorphism of 
PAI-1 and other factors that are potentially involved with the expression of PAI-1: markers of 
inflammation and other Proxy polymorphisms. Studies of the prospective cohort type, 
considering ART regimens, with the observation of stages before and after the introduction of 
the therapy. 
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TABLE 1 – Clinical and laboratory characteristcs of study population according to the 
presence of MS  

Variables All MS+ MS- ρ 

Sample size (N) 182 69 (37,9%) 113 (62,1) - 

Age (years)* 40,5 ± 9,5 44,5 ± 8,9 38,1 ± 9,1 <0,001 

Female gender (%)** 133 (73,5%) 58 (84,1%) 75 (66,4%) 0,009 

BMI (kg/m2)* 24,7 ± 5,2 27,3 ± 5,1 23,1 ± 4,6 <0,001 

Smoking (%)** 30 (16,5%) 9 (13%) 21 (18,6%) 0,328 

Total Cholesterol (mg/dL)* 185,8 ± 49,3 187,1 ± 54,1 184,9 ± 53,1 0,794 

LDL Cholesterol (mg/dL)* 103,2 ± 56,6 107,4 ± 67,8 101,0 ± 49,4 0,47 

CD4 ≤ 200/mm3 (%)** 24 (13,4%) 7 (10,3%) 17 (15,3%) 0,339 

CD4 ≤ 350/mm3 (%)** 71 (31,6%) 22 (32,3%) 49 (44,1%) 0,118 

Time since HIV diagnosis 

(years)* 
4,6 ± 4,1 5,33 ± 3,9 4,24 ± 4,2 0,086 

Using ART (%)** 135 (74,2%) 54 (78,3%) 81 (71,7%) 0,325 

Time on HAART (year)* 4,2 ± 3,3 4,67 ± 3,4 3,94 ± 3,1 0,199 

Dyslipidemia (%)** 150 (82,4%) 67 (97,1%) 83 (73,4%) <0,001 

Activated PAI-1 *** 13,6 (10,8-17,5) 13,5 (10,2-17,2) 13,8 (11,0-18,7) 0,397 

* Mean and Standard Deviation 

** N and percentage 

*** Median and interquartile range 

MS: Metabolic syndrome; BMI: Body mass index; LDL: Low density lipoprotein; HIV: Human 

immunodeficiency virus; ART: Antiretroviral therapy; PAI-1: Plasminogen activator inhibitor-1. 
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TABLE 2 –SNPs rs1799889 frequency and allele distribution in people living with HIV 

according to the presence of MS 

Genotypes All 
MS+ (N=69) 

N(%) 
MS- (N=118) 

N(%) 
ρ 

Polymorphism 5G5G 16 (8,8%) 7 (10,1) 9 (8,0) 

0,662 Polymorphism 4G5G 158 (86,8%) 58 (84,1) 100 (88,5) 

Polymorphism 4G4G 8 (4,4%)  4 (5,8) 4 (3,5) 

Total 182 69 118 
 

 
 

  
 

Genotypes groups  

  
 

Polymorphism 5G5G  7 (10,1) 9 (8,0) 
0,614 

Polymorphism 4G5G/ 4G4G †  62 (89,9) 104 (92) 

Total  69 113 
 

 
 

  
 

Allele distribution  

  
 

5G  72 (52,2) 118 (52,3) 
 

4G  66 (47,8) 108 (47,7) 
 

Total  138 (100) 226 (100) 
 

 
 

 † Clustering of genotypes with at least one allele 4G  

SNP: single nucleotide polymorphism; MS: Metabolic syndrome. 
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TABLE 3 – Biological, clinical, lifestyle and metabolic indicators related to HIV and ART, 

according to 4G5G polymorphism of PAI-1 in people living with HIV. 

 

Variables 5G5G 4G5G/4G4G ρ 

Sample size (N=182) 16 166 - 

BIOLOGICAL VARIABLES 
   Age (years)* 41,8 ± 7,8 40,4 ± 9,6 0,568 

Female gender** 11 (68,7%) 125 (74,0%) 0,651 

ANTROPOMETRICS VARIABLES 

BMI (kg/m2)* 25,4 ± 4,3 24,7  5,3 0,617 

Waist (cm) ♀* 87,3 ± 7,9 86,2 ± 11,7 0,776 

Waist (cm) ♂* 88,7 ± 9,4 85,1 ± 10,9 0,480 

SBP ** 124,7 ± 19,3 118,1 ± 18,1 0,173 

DBP ** 81,7 ± 14,7 80,5 ± 12,8 0,721 

Dyslipidemia ** 14 (87,5%)   136 (81,9%) 0,576 

LIFESTYLE VARIABLES 
   smoking ** 2 (12,5%) 29 (17,2%) 0,633 

OTHER METABOLICS INDICATORS 

Total Cholesterol (mg/dL)* 207,3 ± 67,7 183,7 ± 51,2 0,098 

LDL Cholesterol (mg/dL)* 120,2 ± 72,2 101,5 ± 54,8 0,211 

HDL Cholesterol (mg/dL), ♀ *** 45 (38 - 45) 40,4 (35 - 51) 0,647 

HDL Cholesterol (mg/dL), ♂ *** 39,5 (37 - 54,3) 38,5 (34 - 47) 0,574 

Triglycerides (mg/dL)*** 150 (102 - 168) 137 (91 - 215) 0,931 

Fasting glycemia (mg/dL)*** 89 (84 - 93) 88 (82 - 96) 0,827 

Activated PAI-1 (ng/mL)*** 13,2 (11,6 – 15,6) 13,8 (10,8 – 17,9) 0,697 

HIV-RELATED VARIABLES 
   CD4 ≤ 200/mm3** 4 (25,0%) 20 (12,0%) 0,144 

CD4 ≤ 350/mm3 ** 6 (37,5%) 66 (39,8%) 0,86 

Time since HIV diagnosis (years)* 3,96 ± 3,2 4,71 ± 4,2 0,482 

ART- RELATED VARIABLES 
   Using ART ** 12 (75%) 126 (74,6%) 0,969 

Time on HAART (years)* 4,04 ± 3,6 4,25 ± 3,2 0,823 

* Mean and Standard Deviation 

** N and percentage 

*** Median and interquartile range 
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HIV: Human immunodeficiency virus; ART: Antiretroviral therapy; PAI-1: Plasminogen 

activator inhibitor-1; BMI: Body mass index; SBP: Systolic blood pressure; DBP: Diastolic 

blood pressure; LDL: Low density lipoprotein; HDL: High density lipoprotein. 
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TABLE 4 – Plasmatic PAI-1 level according to the presence of MS in people living with HIV. 

  MS - MS + ρ  

N=182 117 (64%) 65 (36%) 

 
    PAI-1 (ng/mL) 13,5 (10,2 -17,1) 13,8 (11,0 – 18,7) 0,48 ‡ 

    PAI-1 (ng/mL) in 4G4G/4G5G 
genotypes 13,4 (10,2 - 17,2) 14,7 (10,8 - 19,0) 0,34 † 

    PAI-1 (ng/mL) in 5G5G genotype 14,1 (11,7 - 15,8) 12,7 (11,5-14,7) 0,49 † 

Plasmatic PAI-1 level showed in median (interquartile range) 

(†) = Comparison of plasmatic PAI-1 medians for the same genotype among people 
with and without MS 
(‡) = Comparion of plasmatic PAI-1 medians among people with and without MS. 
 

MS: metabolic syndrome; PAI-1: Plasminogen activator inhibitor-1. 
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Figure 1: Box plot with median, interquartile range and confidence interval of 95 % of PAI- 1 levels 
enabled according to the PAI-1 genotypes in people living with HIV / AIDS. 
(PLASM = PAI-1 activated in ng/mL; 0 = Genotype 5G5G; 1 = 4G5G genotype; 2 = 4G4G genotype) 
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Apêndice E – VERSÃO COMPLETA DO ARTIGO 2 EM INGLÊS 
 
SUBMETIDA À REVISTA : Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology 
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Association of the Polymorphism of the -675 Region of the Gene SERPINE1 
(PAI-1) and the Activated PAI-1 Levels with the Cardiovascular Risk in People 

Living with HIV/AIDS in Pernambuco - Brazil  
 
Objective – To study the association of the polymorphism of the region -675 of the 

gene SERPINE1 (PAI-1) and the plasminogen plasma levels (PAI-1) with the 
cardiovascular risk estimated by the Framingham score, and with traditional risk 
factors for cardiovascular disease in people infected with HIV. 

Methods and Results: Cross-sectional study in a sample of 162 people randomly 
selected from the AIDS-PE Cohort. Of these, 72.8% were women and the mean 
age was 40 years. The frequency of estimated cardiovascular risk > 10% was 
10.5%. The allele 4G was present in 90.7% of people (genotypes 4G4G and 
4G5G). There was no association between polymorphism and estimated RCVD > 
10% (OR= 0.6; CI95% 0.1 - 3.7), neither was there a difference in the PAI-1 levels 
in relation to estimated cardiovascular risk (risk >10%: 14,6ng/ml, risk<10%: 
14,1ng/ml; ρ=0,9). Hypercholesterolemia was associated with genotype 5G5G and 
with higher plasma levels of PAI-1 (15.6ng/ml for non-HDL cholesterol >130mg/dl 
and 13.8ng/ml for non-HDL cholesterol <130 ng/ml; ρ = 0.04). 

Conclusion - In this study, no association was found between the polymorphism 
4G5G of the gene SERPINE1, nor of the plasma levels of PAI-1, with CVR>10% 
according to the Framingham score, but we did find an association with 
hypercholesterolemia, contrary to expectations. 

 
 
 
 
After the introduction of antiretroviral therapy (ART), there has been an increase in 

life expectancy of people with HIV and, consequently, a prolonged exposure to 
antiretroviral drugs.1 On the other hand, ART still isn’t capable of eradicating HIV, 
and people infected with HIV are being chronically exposed to inflammatory 
cytokines, related both to the infection and to the response to the ART.2 These 
changes, in conjunction with the aging of people, have been reflected in a significant 
shift in the epidemiological profile of the population. A reduction in mortality as a 
result of causes related to AIDS, and an increase in mortality due to events not 
related to AIDS, can be observed3. Among the diseases not related to AIDS, 
cardiovascular diseases (CVD) are stand out because of their high frequency.4  

A commonly used way to estimate the risk of cardiovascular events is the use of 
equations that combine multiple risk factors and provide a quantitative estimate of the 
risk of CVD in a given period of time. The Framingham score is one of these 
equations that has been widely used in the general population5, and more recently in 
people infected with HIV.6.7  

The pathogenesis of cardiovascular events in this population is complex, since it 
involves inflammatory factors related to the infection that are maintained even with 
the control of the infection after the start of ART.2 There is the participation of 
traditional risk factors related to aging and metabolic complications triggered by the 
ART.8.9 This inflammatory state seems to promote endothelial dysfunction, 
coagulation and fibrinolysis disorders, which are the first changes of the 
atherosclerotic disease.10  
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Among the endothelial cytokines, PAI-1 is the main inhibiting factor of fibrinolysis11 
and dysfunctions associated to this cytokine have been associated with 
cardiovascular disease.12 The plasma levels of PAI-1 may be influenced by such 
factors as age, gender, obesity, smoking, and genetic polymorphisms.13 The most 
well-studied polymorphism is 4G5G, which is the insertion or deletion of a nucleotide 
in the promoter region of the SERPINE1 gene. There have been reports that the 
presence of allele 4G implies higher levels of PAI-114 and that it is possibly 
associated with CVD.15 These associations have been more studied in people 
without HIV.14.15 In people living with HIV/AIDS, some authors have found higher 
levels of PAI-1 in this population than in people without HIV.16,17 There is 
disagreement regarding the association of high levels of PAI-1 and the risk factors for 
CVD.18,19 Little is known about the participation of the polymorphism 4G5G in the 
cardiovascular risk of people infected with HIV.  

This study aims to verify if the polymorphism 4G5G of PAI-1 and the plasma levels 
of activated PAI-1 are associated with a higher estimated risk for cardiovascular 
events, and with the components used to estimate the risk according to the 
Framingham score. 
 
 

METHODS 
 
Study Population and Design 

We used a case-control strategy to study the association of the polymorphism and 
plasma levels of activated PAI-1 with cardiovascular risk. 

This study is part of the AIDS-PE Cohort, which started in July 2007 consisting of 
more than 2074 people infected with HIV in the outpatient care of two reference 
centers for HIV in the state of Pernambuco, Brazil.  

People living with HIV/AIDS, with 18 years of age or more, serviced in an 
outpatient clinic between 2007 and 2012, were included in the study. People who had 
diseases related to AIDS in the three months prior to the interviews, were excluded. 

Due to the scarcity of studies involving people living with HIV/AIDS that can help 
determine the frequency of the polymorphism in the -675 promoter region PAI1 and 
its association with activated PAI-1 levels as well as with the risk of CVD, this 
research used studies on the seronegative population for HIV as reference to 
determine the sample size.    

The sample of the study on the prevalence of the polymorphism was estimated 
based on the work by Martinez-Calatrava20, in which the frequency of the 
polymorphism 4G/ 4G was 37%. Taking a confidence level of 95% and an expected 
error of 7% into account, the estimated sample was of 173 people. Among these, 
those with high cardiovascular risk (cases) and with low cardiovascular risk 
(controls), were identified. 

The study population was randomly selected among the participants of the AIDS-
PE Cohort. 
 
 
Data Collection 

After signing the free informed consent form, the participants answered a 
standardized questionnaire and had their blood pressure and anthropometric 
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measurements taken by trained personnel. Information on ART, diseases related to 
HIV and CD4 counts were obtained from the medical records and transcribed in 
specific forms.  
 
Serum and plasma assays and study of polymorphisms 

Samples of serum, plasma and whole blood were collected on days 0 and 30 after 
the patient's admission to the study. Serum and whole blood were stored at -20oC 
and plasma at -80°C until the time of analysis. The collections were made between 8 
and 11am. The plasma was used for the determination of PAI-1, the serum was used 
for measuring total cholesterol (CHOL), high-density lipoprotein cholesterol (HDL), 
glycemia (GJ), and triglycerides (TG). Whole blood was used for the CD4 count and 
to obtain the DNA for determination of the polymorphism. 

The CD4 count was performed in a FACS Calibur three color flow cytometer 
(Becton Dickinson); the biochemical assays, with samples collected after fasting for 
12h, were analyzed through the enzymatic method on a Cobas Mira device (Roche), 
all were submitted to quality management with an acceptable variation of 5% of the 
mean of the controls. The LDL value was calculated according to the Friedewald 
equation19. 

To determine the plasminogen plasma levels, the kit KHC3071 (Human Invitrogen 
Corporation) was used. To determine the polymorphisms, DNA was extracted with 
the MINI SPIN PLUS kit (BIOPUR), employing Proteinase K. Afterwards, each extract 
was subjected to determination of DNA by µL in a Nanodrop 2000 device (Thermo 
Scientific), with acceptance of extracts containing a minimum of 3 ng/µL. The extracts 
were stored in a microplate free of DNases and RNases and frozen at -20°C until 
execution of the polymerase chain reaction (PCR) at the Center of Genomes of 
UNIFESP-SP, Brazil, according to the protocol described by Bonyadi et al.19, with 
gene sequencing of 10% of the amplified samples for confirmation of the findings in 
the PCR. The detection of the polymorphisms in the promoter region -675 4G5G of 
PAI-1 was performed using the prime 5’-AAGCTTTTACCATGGTAACCCCTGGT-3’ 
as control, 5’-TGCAGCCAGCCACGTGATTGTCTAG-3’ as common prime (256-bp) 
and 5’-AGAGTCTGGACACGTGGGGG-3’ and 5’- AGAGTCTGGACACGTGGGG-3’ 
for the specific alleles 5G and 4G, respectively (138-bp, each).  
 
 
Definition of terms 
 
DEPENDENT VARIABLE 
 
Estimated Risk of Cardiovascular Diseases (RCVD) 

In order to estimate the risk of cardiovascular diseases, the Framingham score 
was employed (Annex C). This model estimates the chance, in percentage, of an 
individual having a cardiovascular event in the period of ten years. Individuals are 
stratified as low risk (<10%), moderate risk (10 to 20%) and high risk (> 20%). In this 
study, we grouped people into two categories: Low risk (<10%) and high risk (>10%), 
merging the moderate and high-risk individuals in a single category.  
 
Other Cardiovascular Risk Factors 

In addition to the risk of CVD estimated through the Framingham score, the 
following risk factors for cardiovascular disease were analyzed separately:  
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• Clinical Comorbidities: hypertension (HAS), diabetes mellitus (DM), excess 
weight and dyslipidemia; 

• Lipid profile: TG, LDL, TG, HDL, TG/HDL ratio, Non HDL Cholesterol.  
 

Hypertension was defined as systolic blood pressure (SBP) >130 mmHg or 
diastolic blood pressure (DBP) >85 mmHg, or use of antihypertensive medication at 
the time of entering the study. Fasting glucose >125 mg/dL, or use of oral 
hypoglycemic agents at the time of entering the study was categorized as diabetes 
(DM). The individuals were classified according to their body mass index (BMI) as: 
underweight (<18.5 kg/m2), normal weight (18.5 to 24.9kg/m2), and overweight 
(>25kg/m2), grouping overweight (25 to 29.9kg/m2) and obese (>30kg/m2) people in a 
single category. Hypercholesterolemia was defined as CT > 200mg/dL or when 
hypolipaemic agents were used, high LDL when > 130mg/dL. "Non-HDL Cholesterol" 
was calculated by subtracting the value of HDL-cholesterol (HDL) from the CT value, 
with values above 160mg/dL being considered high. The TG/HDL ratio was used as 
a marker of cardiovascular risk related to an unfavorable lipid profile, which was 
considered abnormal when greater than or equal to 3.8. Dyslipidemia was 
considered if at least one of the following parameters were changed: TC, LDL, HDL, 
TG or use of hypolipaemic agents. 
 
EXPOSURE VARIABLES 
 

The polymorphism in the -675 promoter region of the plasminogen activator 
inhibitor 1 (PAI-1) is caused by the replacement or absence of a guanine in loci -675 
of the promoter gene of PAI-1. The wild genotype is 5G5G; the heterozygosity for the 
polymorphism is defined by replacement of a base in a single allele, characterizing 
the genotype 4G5G; the homozygous for the polymorphism is defined by 
replacement of the base in two alleles, characterizing the genotype 4G4G. In our 
study, the genotypes 4G4G and 4G5G were grouped in a single category.  

Due to the lack of standardization of widely accepted reference values, the 
plasminogen was analyzed as a continuous variable. It was also analyzed 
categorically, grouped into quartiles, according to the distribution found in the 
sample. 
 
VARIABLES CONSIDERED FOR THE FINAL FIT OF THE MODEL. 

The following variables were considered for adjustments of the multivariate model: 
biological variables (gender and age), lifestyle habits (smoking), variables related to 
HIV (CD4 count, time elapsed since HIV diagnosis) and related to AVT (use of ARV, 
time of ARV use). 

Smoking was categorized as "current use" and as "past use" and "non-use". For 
the CD4 count, two cut-off points were considered: <350 cells/mm3 and <200 
cells/mm3. Time elapsed since HIV diagnosis was referred to by the participant and 
confirmed in the medical records. The ART information was extracted from the 
medical records. "Use of ART" was considered if on the date of the interview the 
individual was using antiretroviral drugs. Time of ART was assessed as a continuous 
variable according to the date of the beginning of ART obtained from the medical 
records. 
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Data analysis 
In order to describe the population, we calculated the frequency distribution and 

mean with their respective standard deviations. The Student's t test was employed to 
compare the means. The association of the polymorphism of activated PAI-1 with the 
risk of CVD and other cardiovascular risk factors was tested with the χ2 Pearson test. 
The measure of association of parametric variables was estimated by the odds ratio 
with the respective confidence intervals.  

Data was double entered and stored in a unique database, using the SQL Server 
2000 (Microsoft) and Genexus (Version 7.5, Artech Consultants) software. The 
statistical analysis was performed with the Stata 12.0 software. For all comparisons, 
a p value < 0.05 was considered as statistically significant. 
 
 

RESULTS 
 

Of the 2074 participants in the AIDS-PE cohort eligible for this study, 185 were 
randomly selected. Of these, 23 did not have all the information for quantifying the 
risk of CVD through the Framingham score and were excluded, totaling 162 
participants. 

Table 1 shows the means and frequencies of the variables under study in the 
general population and in the population with low and high risk of CVD. The mean 
age was approximately 40 years and most people were of the female gender. Almost 
40% of participants had hypertension, almost half had excess weight and 80% had 
dyslipidemia. As to the infection, the majority was using ARV and 60% had CD4 > 
350 cells/cm3. The mean time elapsed since HIV diagnosis and ARV use were 
superior to four years.  

The frequency of the polymorphism 4G5G of PAI-1 found in this study is shown in 
Table 2.  

The mean of the activated PAI-1 was 14.4ng/mL (+ 5.5ng/mL). The highest levels 
were found in people with the polymorphism 4G4G and high risk of CVD. There was 
no statistically significant difference between the levels of activated PAI-1 of people 
with low and high risk of CVD in the different categories of polymorphism, as shown 
in table 2. 

We found no association between the presence of the polymorphism 4G4G/ 4G5G 
and a high risk of CVD, neither in the univariate analysis (OR=0,7; IC95%=0,1 a 3,6; 
ρ=0,7), nor after adjustment for age and gender (Table 3). 

When we evaluated the association of the polymorphism 4G5G of PAI-1 with the 
traditional risk factors for CVD, we found a higher frequency of people with elevated 
CT as well as Non-HDL cholesterol among those with genotype 5G5G (Table 3). We 
found no association of the polymorphism with the other variables under study.  
 

The activated PAI-1 levels were higher among people with CT above 130 mg/dL 
and non-HDL CT above 160 mg/dL (Table 3). There was no difference between the 
means of activated PAI-1 for the remaining risk factors analyzed (Table 4). 
 
 

DISCUSSION 
 

This study's main objective was to assess the association of the polymorphism of 
the gene SERPINE1 and the plasma levels of PAI-1 with the estimated 
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cardiovascular risk and the traditional risk factors in people infected with HIV. We 
found no associations with the estimated risk for CVD. Among the traditional risk 
factors for CVD, hypercholesterolemia was associated with higher levels of activated 
PAI-1, and with the genotype 5G5G of the polymorphism of region -675 of the gene 
of PAI-1. 

The use of endothelial prothrombotic biomarkers to estimate cardiovascular events 
is still controversial in people infected with HIV. This study found no association 
between plasma levels of activated PAI-1 and cardiovascular risk estimated through 
the Framingham score. Similarly, some authors found no association between levels 
of PAI-1 and subclinical atherosclerotic disease15 or major cardiovascular events21 in 
people infected with HIV. Other authors, on the other hand, have demonstrated that 
among people living with HIV/AIDS who had a first myocardial infarction (MI), the 
plasma levels of PAI-1 were higher in the 12 months before the development of the 
outcome when compared with individuals who did not have MI22.  

There also was no association between the polymorphism 4G5G of PAI-1 and the 
cardiovascular risk estimated through the Framingham score. In people living with 
HIV/AIDS, few studies have assessed the polymorphism 4G5G of PAI-123 and none 
evaluated the association of this polymorphism with CVD. In people without HIV, the 
involvement of the polymorphism of PAI-1 in the onset of cardiovascular events still 
isn't clear. Most studies show that the polymorphism of this region is associated with 
the plasma levels of PAI-1,24.25 but the results are more conflicting when the 
association with cardiovascular events is concerned. FOX, et al.26 found no 
association between the polymorphism 4G5G of PAI-1 and the carotid intima-media 
thickness in 1778 people participating of the Framingham offspring cohort. In Brazil, 
Lima et al.15 identified an association of the polymorphism 4G5G of PAI-1 and severe 
atherosclerotic disease, with a higher frequency of the genotype 4G4G in people with 
severe atherosclerosis of the coronary arteries as identified by angiography. In a 
meta-analysis performed on a Chinese population not infected with the HIV virus, an 
association of the polymorphism 4G5G with the risk for CVD was found.27 In our 
study, most of the participants had at least one 4G allele. The low frequency of 5G5G 
homozygosis was unexpected, since the literature describes variations between 20% 
and 50% in populations of different ethnic groups.28 In addition, there was no 
difference in plasma levels of PAI-1 between the different genotypes of the 
polymorphism. This may be part of the explanation for the findings.  

It is important to emphasize that this study did not evaluate major cardiovascular 
events or sub-clinical atherosclerotic disease, but instead the estimated risk for such 
events in 10 years according to the Framingham score. Guzman-Fulgencio et al. also 
found no association between levels of PAI-1 and the risk for CVD in 10 years 
according to the Framingham score. These authors described PAI-1 means (13.5 
ng/ml) in people infected with HIV close to the values that we found, which are lower 
than those reported by the study of Lima et al.15, who found an association with the 
cardiovascular event as outcome (>35 ng/mL in all groups).. 

Among the traditional risk factors for cardiovascular disease evaluated in this 
study, only hypercholesterolemia was associated with higher levels of PAI-1. An 
unexpected finding of our study was that people without the 4G allele had a greater 
chance of having high cholesterol, since this allele has been implicated in an 
unfavorable metabolic profile. Studies of this type involving people living with 
HIV/AIDS are rare. In people not infected with HIV, studies about the association 
between the polymorphism 4G5G and RCVD show conflicting results24 and in people 
with HIV they are still scarce. An association was found between the polymorphism 
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4G and hypercholesterolemia (but not with hypertriglyceridemia) differing from the 
study of Kim et al.29 who found no association between the polymorphism and 
dyslipidemia. These same authors showed a greater chance of HAS in people with 
allele 4G of the polymorphism, with an OR of 1.6 for genotype 4G5G and 1.7 for 
genotype 4G4G. Similar data were described by a Spanish study in men, which 
found an OR of 1.89 for HAS among carriers of allele 4G. We did not find any 
association of the polymorphism with hypertension. A recent meta-analysis on the 
polymorphisms involved in fibrinolysis, described that other polymorphisms near the 
4G5G region of chromosome 7q22.1, in addition to polymorphisms in other genes 
than those of chromosome 7 and its polymorphic variants, are involved in the 
association between values of PAI-1 and cardiovascular risk factors14.  

One of the limitations of this study was that it evaluated the estimated risk of 
cardiovascular disease in people infected with HIV through an equation that does not 
take into account risk factors that are specifically associated with HIV, mainly the use 
of ARV and the immunological status. This could make the Framingham score 
inappropriate for this population. This tool, however, has been widely used in 
different populations. Specific equations exist for people infected with HIV, but they 
take the use of drugs into account that are not frequently used in our environment. In 
a recent study conducted in the Brazilian population, including people of the "AIDS-
PE Cohort', no association was found of factors related to HIV with a high estimated 
cardiovascular risk score.30 In addition, it has already been demonstrated that a CVR 
estimated by the Framingham score above 10% in 10 years is associated with sub-
clinical atherosclerosis assessed by carotid artery intima-media thickening in a study 
conducted with people of the "AIDS-PE Cohort', suggesting that the Framingham 
score can be a good predictor of CVD in this population.31 

Another limitation that must be taken into account was the small number of people 
with the genotype 5G5G. This was an unexpected finding and may have reduced the 
power of this study to find the associations under study.  

In conclusion, we found no association of the polymorphism 4G5G of PAI-1 and 
the plasma levels of PAI-1 with the cardiovascular risk estimated by the Framingham 
score for people infected with HIV. We did find an association, however, of 
hypercholesterolemia with higher plasma levels of PAI-1, as expected. The high 
frequency of dyslipidemia in people with HIV found in this study and others 9,32,33 and 
the well-documented association of hypercholesterolemia and cardiovascular 
disease in people without34 and with HIV,35 points to the use of this parameter as an 
important marker in the prediction of cardiovascular risk in this population. We also 
found an association of hipercoelesterolemia with the genotype 5G5G, differently 
than we expected.  

The identification of biomarkers associated with the increased risk of morbidity in 
specific populations can be very useful, but before they can be used in clinical 
practice the results of various studies must converge. Based on this study, PAI-1 and 
the polymorphism 4G5G of PAI-1 are not good biomarkers to identify people infected 
with HIV with high cardiovascular risk. Prospective studies and studies with a bigger 
sample are needed to assess the real involvement of PAI-1 and the polymorphisms 
associated with the increase in the incidence of cardiovascular diseases in people 
living with HIV. 
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Table 1 - General characteristics of study population. 

 

Variables All CVR < 10% CVR > 10% ρ 

Sample size (N) 162 145 17 
 Biologic variables 

    Age (years) * 40,52 ± 9,2 39,3 ± 8,7) 50,9 ± 6,3 0,001 
Female sex – N (%) 118 (72,8) 108 (74,5) 10 (58,8) 0,17 
Anthropometric variables 

    Body mass index (kg/m2)* 24,7 ± 5,3 24,5 ± 5,3 26,7 ± 4,7 0,09 
Waist ♀ * 85,9 ± 11,6 85,6 ± 11,6 89,1 ± 12,4 0,4 
Waist ♂ * 85,5 ± 10,8 84,7 ± 9,7 95,2 ± 12,8 0,02 
SBP  (mmHg)* 118,4 ± 18,5 116,8 ± 17,9 132,6 ± 17,5 < 0,001 
DBP (mmHg)* 80,8 ± 13,5 79,5 ± 13,2 91,9 ± 10,6 < 0,001 
Life style variable 

    Smoking – N (%)  26 (16,1) 21 (14,5) 5 (29,4) 0,11 
Biochemical variables 

    Total Cholesterol (mg/dL)* 184,9 ± 49,8 182, 1 ± 51,2 208,8 ± 26,8 0,03 
LDL Cholesterol (mg/dL)* 111,9 ± 51,9 109,7  ± 53,6 131,8 ± 25,1 0,1 
HDL Cholesterol (mg/dL), 
♀ * 44,6 ± 13,5 45,2 ± 13,9 38,9 ± 5,7 0,16 
HDL Cholesterol (mg/dL), 
♂ * 42,3 ± 3,4 43,8 ± 13,7 34,9 ± 8,7 0,07 
Triglycerides  (mg/dL)* 178 ± 131,1 167,1 ± 127 271,6 ± 132 0,002 
Fast glucose (mg/dL)* 92,7 ± 24,7 91,7 ± 22,4 101,5 ± 39 0,12 
NHDLC (mg/dL)* 140,9 ± 51,8 137,3 ± 52,8 172,1±27,8 0,008 
TG/HDL* 4,6 ± 3,7 4,1 ± 3,3 8,01 ± 5,1 < 0,001 
HIV related variables 

    CD4 ≤ 200/mm3 – N (%) 21 (13) 20 (13,7) 1 (5,9) 0,34 
CD4 ≤ 350/mm3 – N (%) 66 (40,7) 63 (43,4) 3 (17,6) 0,03 
Time since HIV diagnosis 
(years)* 4,6 ± 4,2 4,4 ± 3,9 6,2 ± 5,8 0,09 
HAART variables 

    Time using ARV (years)* 4,2  ± 3,3 4,1 ± 3,2 5,2 ± 3,7 0,23 
Use of ARV – N (%) 122 (75,3) 109 (75,2) 13 (76,5) 0,9 
Clinical variables 

    D yslipidemia – N (%) 133 (82,1) 116 (80) 17 (100) 0,04 
Hypertension – N (%) 62 (38,3) 48 (33,1) 14 (82,3) <0,001 
Diabetes Mellitus– N (%) 8 (4.9) 3 (2,1) 5 (29,4) <0,001 
Overweight – N (%) 72 (44.4) 60 (41,4) 12 (70,6) 0,054 
PAI-1 activated* 14,4 ± 5,5 14,4 ± 5,3 14,6 ± 7,1 0,9 
* Mean and standard deviation 
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Table 2 - Frequency of PAI-1 4G5G polymorphism and plasma levels of activated PAI-1 in 

people infected with HIV (PIH) acordding low and high risk of cardiovascular diseases (RCD) 

estimated to the Framingham score. 

 

 
RCD < 10% RCD > 10% ρ All 

4G4G polymorphism N(%) 6   (4,1%) 2   (11,8%)  8 (4,9%) 
PAI-1 activated(ng/ml) ± 

SD 16,8 (7,3)* 17,5 (9,2)* 0,9 16,9 (7,1)* 
4G5G - polymorphism 

N(%) 126 (86,9%) 13  (76,4%)  139 (85,8%) 
PAI-1 activated(ng/ml) ± 

SD 14,4 (5,4)* 14 (7,4)* 0,8 14,3 (5,5)* 
5G5G – Polymorphism 

N(%) 13 (8,9%) 2   (11,8%)  15 (9,3%) 
PAI-1 activated(ng/ml) ± 

SD 13,7 (4,8)* 15,5 (5,5)* 0,6 13,9 (4,7)* 

N 145 17  162 
* Mean and standard deviation (SD)  
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Table 3 - Association between PAI-1 4G5G polymorphism and risk for cardiovascular 

diseases (RCD), hypertension, diabetes mellitus,  non- HDL cholesterol (NHDLC) and 

triglyceride/HDL ratio in people infected with HIV.  

Polymorphism CASES CONTROLS ρ 
RCD > 10% RCD < 10% 

5G5G – N (%) 2 (11,8) 13 (9) 0,7* 
4G4G/4G5G – N (%) 15 (88,2) 132 (91) 
OR (CI95%) 0,6 (0,1 – 3,7) 0,6** 
 Hypertension (+) Hypertension (-)  
5G5G– N (%) 7 (11,3) 8 (8) 

0,5* 
4G4G/4G5G– N (%) 55 (88,7) 92 (92) 
OR (CI95%) 0,6 (0,2 – 2,0) 0,4** 
 DM (+) DM (-)  
5G5G– N (%) 0 15 (9,7) 

0,4* 
4G4G/4G5G– N (%) 8 (100) 139 (90,3) 
OR (CI95%) -   
 TC High TC normal  
5G5G– N (%) 9 (16,4) 6 (5,6) 

0,02* 
4G4G/4G5G– N (%) 46 (83,6) 101 (94,4) 
OR (CI95%) 0,3 (0,1 – 0,8) 0,02** 
 HDL Low HDL normal  
5G5G– N (%) 11 (10,1) 4 (7,5) 

0,6* 
4G4G/4G5G– N (%) 98 (89,9) 49 (92,5) 
OR (CI95%) 0,6 (0,2 – 2,2) 0,5** 
 NHDLC High CNHDL normal  
5G5G– N (%) 9 (16,1) 6 (5,7) 

0,03* 
4G4G/4G5G– N (%) 47 (83,9) 100 (94,3) 
OR (CI95%) 0,3 (0,1 – 0,8) 0,02** 
 TG/HDL High TG/HDL normal  
5G5G– N (%) 5 (6,9) 10 (11,1) 

0,4* 
4G4G/4G5G– N (%) 67 (93,1) 80 (88,9) 
OR (CI95%) 1,7 (0,5 – 5,4) 0,4** 

* ρ value for chi-square test; ** ρ value for the odds ratios (OR) adjusted for gender, age and 

smoking; CI95%: confidence interval of 95%. RCD: risk of cardiovascular disease estimated 

through the Framingham score; DM: diabetes mellitus; TC: Total Cholesterol; HDL: high-

density lipoprotein; NHDLC: Non-HDL Cholesterol; TG: triglycerides. 
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Table 4 - Association of activated PAI-1 with the risk for cardiovascular diseases (RCD), 

hypertension, diabetes mellitus, non-HDL cholesterol (NHDLC) and triglyceride/HDL ratio in 

people infected with HIV. 

Activated PAI-1  
Mean - ng/mL (CI 

95%) 

CASES CONTROLS 
p* 

RCD High RCD low 
14,6 (10,9 – 18,2) 14,4 (13,5 – 15,3) 0,9 
Hypertension (+) Hypertension (-)  

14,1 (12,7 -  15,5) 14,6 (13,5 – 15,7) 0,6 
DM (+) DM (-)  

14,4 (11,3 – 17,6) 14,4 (13,5 – 15,3) 0,9 
TC High TC normal  

15,6 (13,8 – 17,3) 13,8 (12,9 – 14,7) 0,06 
HDL Low HDL normal  

14,9 (13,7 – 16) 13,5 (12,2 – 14,8) 0,15 
NHDLC High NHDLC normal  

15,6 (13,9 – 17,4) 13,8 (12,9 – 14,7) 0,04 
TG/HDL High TG/HDL normal  

14,5 (13,2 – 15,8) 14,4 (13,2 - 15, 5) 0,9 
 

*p: p value for t student test; CI95%: confidence interval of 95%. RCD: risk of cardiovascular 

disease estimated through the Framingham score; DM: diabetes mellitus; TC: Total 

Cholesterol; HDL: high-density lipoprotein; NHDLC: Non-HDL Cholesterol; TG: triglycerides. 
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Anexo A – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA  
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Anexo B – CARTA DE ANUÊNCIA DO HOSPITAL CORREIA PICANÇO 
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Anexo C – Escore de Risco de Framingham para Doença Cardio Vascular 
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Anexo D – Comprovante de Submissão de Artigo 1 
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Anexo E – Comprovante de Submissão de Artigo 2 
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