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RESUMO DA TESE

Estudos recentes mostram que a sindrome metabdlica (SM) é freqlente nas pessoas
vivendo com HIV/AIDS (PLWHA). A importancia na identificacdo da SM baseia-se no
aumento do risco em cinco vezes de desenvolver diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e em
duas vezes de apresentar doenca cardiovascular (DCV) trombdéticas, embora os fatores
de hipercoagulabilidade ndo estejam incluidos nos critérios de definicdo da sindrome. A
SM é caracterizada pela presenca concomitante de fatores reconhecidamente
aterogénicos em um mesmo individuo. A frequéncia de DCV em PLWHA vem
aumentando ao longo dos anos. O PAI-1 é uma proteina importante na cascata de
fibrindlise e seu aumento estd associado ao estado de hipercoagulabilidade. Sua
regulacdo depende de fatores genéticos, dentre eles, destaca-se o polimorfismo 4G5G
do gene SERPINE1l. A participacdo de substancias protrombéticas na doenca
cardiovascular € conhecida em pessoas sem HIV, porém menos elucidada em PLWHA.
Diante disto o objetivo deste trabalho foi determinar a frequéncia do polimorfismo 4G5G
em pessoas que vivem com HIV e verificar se o polimorfismo tem associacdo com a
expressdo do PAI-1 plasméatico, com SM e com risco cardiovascular (RCV) estimado
pelo escore de Framingham. Também objetivamos verificar associacdo dos niveis de
PAI-1 com RDC e com SM. Para tanto foi desenvolvido estudo transversal para
determinacéo da frequéncia do polimorfismo 4G5G do PAI-1 e estudo tipo caso-controle
para verificar associacdes entre polimorfismos com niveis plasmaticos de PAI-1 com SM
e depois com RCV. Também foram testadas associacdes 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 prevaléncia 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 (1Q: 10,8-17,5). A frequiéncia de
SM foi de 37,9% e de dislipidemia de 82,4%. Nao encontramos associagdo do
polimorfismo com os niveis plasmaticos 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 frequiéncia de RDCV estimado > 10% foi de 10,5%. O
alelo 4G esteve presente em 91,0% das pessoas (genotipos 4G4G e 4G5G). Nao houve
associacdo entre polimorfismo e RDCV estimado > 10% (OR=0,6; IC95% 0,1 — 3,7),
nem diferenca dos niveis de PAI-1 em relacdo ao RDCV estimado (RCV>10% 14,6
ng/ml x RDCV < 10% 14,1 ng/ml; p=0,9). Hipercolesterolemia foi associada com
gendtipo 5G5G do polimorfismo (OR: 3,3; IC95%: 1,25 — 10) e com niveis plasmaticos
mais elevados do PAI-1 (colesterol ndo HDL (CNHDL) > 130 mg/dl = 15,6 ng/ml versus
CNHDL < 130 ng/ml = 13,8 ng/ml; p=0,04). Nesse estudo, encontramos alta prevaléncia
do heterozigose para o polimorfismo 4G5G em pessoas vivendo com HIV/AIDS, no
nordeste do Brasil. Entretanto, ndo encontramos associagdo entre o polimorfismo
estudado com niveis plasmaticos de PAI-1 nem com SM. Também néo verificamos
associacdo do polimorfismo 4G5G do PAI-1 nem dos niveis plasméaticos de PAI-1 com
RCV>10% pelo escore de Framingham, mas houve com hipercolesterolemia.

Palavras-chave: =Inibidor 1 de ativador de plasminogénio (PAI-1) = Polimorfismo Genético =
Sindrome X metabdlica = 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; p = 0.9).
Hypercholesterolemia was associated with 5G5G genotype polymorphism (OR: 3.3; 95%
Cl: 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; p = 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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1 APRESENTACAO

O desejo pela pesquisa vive em mim desde a primeira infancia no qual cada
ato de minha lembranca se constituia em processo investigativo. A pré-puberdade
foi marcada pelo estudo de comportamentos observacionais, depois experimentais.
No inicio da puberdade manipulava quimicos e administrava-os em cobaios para ver
os efeitos. O ensino, ndo estava em minha perspectiva até que na graduacdo
deparei-me com mestres gque viviam suas pesquisas com amor e expiravam-nas
sistematicamente dando sentido aos saberes curriculares e vislumbrando a
aplicabilidade para beneficio social. Naquele momento nascia o desejo profundo de
ser e estar pesquisador e tutor. Mas as estiagens do meu sertdo me forcaram a
labuta mercadoldgica, distante do academicismo. O sonho nunca apagara. As
estiagens s6 me levavam a lugares distantes tal como a asa branca que migra na
estiagem e volta apds a chuva. Avido, aguardava e na primeira oportunidade voltei
ao mundo académico e deixei-me conduzir pelos Drs. Luiz Bezerra de Carvalho e
Dra. Lusinete Aciole para ser orientado por Dra. Helen Khoury - incrivel
empreendedora e conjugadora das pesquisas a pratica. A continuidade teve outra
pausa, lastreada pelo sonho de constituir familia e um lar. Onde ndo ha abastados,
conjuges lastreiam os sonhos do outro para contentamento do amado. Planejamos
alternar, eu ja mestre trabalharia para que minha esposa se graduasse mestre.
Depois revezariamos o doutorado, mas a oportunidade veio para ambos e
abracamos juntos. Retomar a carreira académica era reencontrar meu primeiro
amor: a busca pelas razbes e associa¢fes naturais no processo da vida. Ingressar
em uma area multidisciplinar com um trabalho que agregasse a matematica, a
virologia, a genética e a patofisiologia foi arrebatador e desafiante. Tive a graca de
conhecer Dr. Demdécrito de Miranda e Dr. Ricardo Ximenes que me convidaram a
ingressar no projeto e abracar o ramo pertinente a biomedicina — deteccdo de
polimorfismo genético, sua prevaléncia e associagdo com componente da cascata
de coagulacdo — o PAI-1 —, com a sindrome metabdlica e com o risco cardiovascular

definido pelo Escore de Framingham.

Os avancos tecnolégicos entre 1996 e 2015 foram incalculaveis tanto no

campo das andlises de DNA como na protebmica Antes de ser convidado,
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entretanto, pude acompanhar minha esposa, ajudar nos trabalhos de entrevista e
organizacdo de dados coletados, ainda no nascimento da coorte, numa equipe
admiravel e louvavel, 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 incognita, mas desafios sdo molas propulsoras e

incégnitas sédo alimento para alma prosseguir euférica.

Minha experiéncia com biologia molecular tinha sido durante a graduacéo,
enquanto estagiario da Micologia, sob tutoria da profa. Lusinete. Em 1996 participara
de extracao, purificacdo, amplificacédo e corrida eletroforética de DNA — momento em

lesdvamos as células com trituracdo em almofariz.

Assumir a idéia, desenvolvé-la e planejar sua concretizacdo... foi um desafio!
Tendo recursos parcos, a busca de colaboracdo seria fundamental. Longe de ser
vista como fatores retardantes, fora vislumbrada como oportunidades para
enriquecer o grupo e este que vos relata. Foi ai 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 (laborat6rio de Biologia Molecular
da IFP), na ocasido aluno de pés-graduacdo (ndo imaginavamos que futuramente
viria a ser grande colaborador para consecucao deste projeto cedendo-nos espacgo
para toda a fase pré-analitica do genoma). Todos ao serem contactados foram
acolhedores empolgados. A frente, desbravamentos a viver, mas os obstaculos n&o
me afugentam, mas me encantam, pois meu desejo e paixdo em supera-los sao

continuos.

No inicio tinhamos alguns saberes, mas estes ndo contemplavam pessoas
vivendo com HIV/AIDS, dai surgiram as perguntas condutoras: A frequéncia dos
genotipos da SERPINE1 no grupo de pessoas vivendo com HIV/AIDS em
Pernambuco seria semelhante ao encontrados em alguma das etnias estudadas até
0 momento? A sintese de PAI-1 plasmético ocorria na mesma propor¢do aos
genodtipos que nas etnias estudadas? E o risco cardiovascular estaria associado
semelhantemente a algumas das etnias estudadas ou seria distinto, principalmente,
por ja ser sabido que os ARVs empregados na terapia antirretorivirais influenciam no

metabolismo contribuindo com a elevacdo de resisténcia insulinica e com
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dislipidemia? Dai uma decisdo: escolhemos o Escore de Framingham para

determinacao do risco de evento cardiovascular em 10 anos.

Muito conhecimento cientifico ja foi aditado durante esses ultimos cinco anos.
O olhar do projeto de pesquisa desenhado para esse doutorado, ja ndo €
exatamente o0 mesmo. Algumas “perguntas condutoras” ja 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 metabdlico ocorre em maior monta que 0S néao
infectados? Ou seria melhor desenvolver um escore proprio 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 incognitas que se respondidas, com certeza, trardo luz a processos
e quicd, sirvam a assisténcia médica para percep¢do de riscos de DCV num futuro
proximo. Esta jornada transformou a minha vida, acresceu-me ferramentas que nao
conhecia e, ou conhecendo nao tinha dominio de como aplica-las para
desenvolvimento de pesquisas, como foi com o0 seqilenciamento génico que
empregamos na UNIFESP para confirmacéo dos achados de PCR em gel de
eletroforese. Nao discorro sobre a apropriacdo do software Epiinfo e Stata que antes
eram apenas conhecidas de nome, mas agora me sinto seguro para usa-las,

portanto feliz ja que vislumbro a empregabilidade em meu cotidiano.

Outras perguntas foram erigidas, dados foram colecionados, mas serdo
assuntos para outras publicacbes. Ao que posso finalizar dizendo que pretendo
continuar “pesquisador”, tanto no grupo de pesquisa que ja estou inserido, quanto na
area de biologia molecular e epidemiologia, com a qual venho trabalhando. Nesta
jornada um unico penar: ndo poder ter vivido dedicado exclusivamente a pesquisa e

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

2.1 Introducéao

Apés o advento da terapia antirretroviral potente (TARV), a historia natural da
infeccéo pelo HIV sofreu importantes mudancgas. Houve aumento da sobrevida e do
tempo de infeccéo livre de doencas oportunistas. Além disso, € orientacao atual de
que toda pessoa vivendo com HIV deva iniciar TARV, independente da condic&o
clinica e laboratorial (SBDST, 2015) levando a longos periodos de exposi¢cdo as
drogas antirretrovirais (CANDIANI et al, 2007). Em paralelo aos beneficios da TARYV,
diversas alteracGes metabolicas tém sido relacionadas a infec¢ao crénica pelo HIV e

ao seu tratamento, incluindo a sindrome metabolica (SM) (ADDY et al, 2006).

Nos ultimos anos, alguns estudos mostraram que a SM é freqlente nas
pessoas vivendo com HIV/AIDS, com estudos mostrando uma variacdo entre 17 e
45% (Gazzaruso et al, (2002), Jeric6 et al (2005), Troian et al (2005). Os
mecanismos que fazem as pessoas vivendo com HIV/AIDS mais susceptiveis a esta
sindrome vem sendo estudados, mas ndo estdo completamente esclarecidos.
Estudos sugerem que a TARV, fatores relacionados a infeccao pelo HIV e fatores
individuais estao envolvidos (ALVAREZ et al, 2010; WANG et al, 2008; ADDY et al,
2006).

SM e seus fatores determinantes isoladamente estdo associados a doenca
cardiovascular (DCV) em individuos nao infectados pelo HIV (ABRAHAM et al,
2007). Nao esta claro se a consequéncia clinica da SM em pessoas vivendo

com HIV (PLWHA) seja idéntica a da populacdo soronegativa.
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2.2 Sindrome Metabélica

A sindrome metabdlica (SM) € caracterizada pela presenca concomitante de
fatores reconhecidamente aterogénicos em um mesmo individuo (GRUNDY, 2004).
A importancia na identificagdo da SM baseia-se no aumento do risco em cinco vezes
de desenvolver diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e em duas vezes de apresentar
doenca cardiovascular (DCV) trombotica, embora os fatores de hipercoagulabilidade

ndo estejam incluidos nos critérios de definicdo da sindrome (YOSHIMASA, 2005).

A Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM) aponta que
a SM corresponde a um conjunto de doencas cuja base é a resisténcia insulinica.
Pela dificuldade de acdo da insulina, decorrem as manifestaces que podem fazer
parte da sindrome (SBEM, 2015). Nao existe um unico critério aceito universalmente
para definir a Sindrome. Dentre as definicdes 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 instituicdes utilizam os mesmos componentes
para definir SM: hiperglicemia, hipertensdo arterial, dislipidemia [diminuicdo do
Colesterol HDL (C-HDL) e elevacao do triglicerideo (TG)] e a obesidade visceral
(circunferéncia abdominal aumentada) (REAVEN, 1988; GRUNDY, 2004).

Embora estejam bem definidos quais fatores devem ser considerados para a
definicdo de SM, ha diferencas entre as definicbes 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 unificacdo da definicAo de SM: o Joint Scientific Statement (JIS). Os
critérios definidores estdo expostos na figura A. Neste novo consenso os limites para

os valores circunferéncia abdominal foram modificados em consideracdo as
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diferentes etnias populacionais. A vantagem deste consenso € considerar diferentes
pontos de corte para diferentes etnias. A reducdo do ponto de corte para
circunferéncia abdominal tem a vantagem de de favorecer diagnéstico mais
precocemente (ALBERTI, et al, 2009; SHAW, JA, 2013).

A SM ocorre entre diversas etnias, incluindo caucasianos, mongéis e
descendentes, amerindios, africanos, asiaticos, aborigenes australianos, polinésios
e micronésios (ZIMMET, 1992; STERN, 1997; OSEI, 2009). A forca de associacéo
com que cada componente de definicAo da SM apresenta com a elevacdo do risco
para DCV (RDCV) tem sido distinta conforme a etnia, embora em todas pode ser
verificado que a combinacao de fatores alterados potencializa o RDCV (EUROPEAN
ARTERIAL RISK POLICY GROUP, 1997).

Véarios estudos tém demonstrado que a SM € um forte preditor de DCV,
especialmente coronariana (LAKKA et al, 2002; SATTAR et al, 2003)
independentemente de fatores conhecidamente aterogénicos, como niveis de
colesterol-LDL (C-LDL). Na SM, o paciente apresenta estado pro-inflamatorio com
interferéncia na fibrindlise (HORI et al, 2002). Sakkinen et al (2000) em seus estudos
identificaram variaveis pro-inflamatdrias, coagulantes e hipofibrinoliticas associadas
a SM. Em concordéancia com estes achados, Alessi et al (2008), identificaram que as
alteracOes evidenciadas na SM estavam fortemente associadas ndo apenas com o
desenvolvimento de DM 2, mas também com a aterotrombose. Recentemente,
associacdo de SM com anormalidades na cascata de coagulacdo tem sido descrita
(PERES et al, 2009).

A fisiopatologia da hipercoagulabilidade na SM envolve diversos mecanismos
(HE et al, 2005), dentre os quais destaca-se o aumento dos niveis do inibidor da
ativacdo do plasminogénio 1 (PAI-1), também conhecido como SERPINEL (serpine
peptidase inhibitor, clade E, member 1). O PAI-1 pertence a superfamilia 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 elevacao do PAI-1
plasmatico seja 0 cerne das alteracbes trombéticas da SM ja que € a principal
anormalidade implicada no estresse oxidativo e no estado inflamatério encontrado

nesta sindrome.
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Tabela : Critérios para definigdo de sindrome metabadlica (SM) segundo AHASNHLEI, IDF, e 115,

DEFINICED M AHASNHLEI® 5M IDF SMA 15T
Critério Nenhum Circunferéncia abdominal de Nenhum
obrigatorio acorde com etnia. Adotado:

Homens: = 94 cm;
Mulheres: > BE0cm.

Critérios Pelo menos trés dos critérios Pelo menos dois dos critérios Pelo menos trés dos critérios
adicionais abaixno: abaino: abaixo:
HDL Homem: < 40mg/dL Homens: < 40mg/dL Homens: < 40mg/dL
Mulher: < S0mg/dL Mulheres: < S0mg/dL Mulheres : < S0mg/dL
TG > 150mg/dl = 150mg/dL > 150mg/dL
CA Homens: = 102 cm; Homens: = 34 cmj; Circunferéncia abdominzal de
Mulheres: = B8cm Mulheres: > B0cm : acordo com etnia. Adotado:

Homens: > 94 cm;
Mulheres: = 30om.

Gl = 100mg/dL # 100mg/dL = 100mg/dL
HAS PAS = 130mmHg ou PAS = 130mmHg ou PAS = 130mmHg ou
PAD = ESmmHg PAD = ESmmHg PAD = B5mmHg

HDL: Lipoproteina de alta densidade; TG: triglicerideos; CA: circunferéncia abdominal; G): glicemia de jejum; HAS:
hipertensao arterial sistémica; PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastolica; a: American Heart
Association / National Heart, Lung and Blood Institute; b: Internationzal Diabetes Federation; c: Harmonizing the

metabelic syndrome: a loint Interim 5tatement;

Figura A — Tabela com critérios para definicdo de Sindrome Metabdlica (SM)
segundo AHA/ NHLBI, IDF e JIS (cedida por GELENSKE, T, 2010).

Niveis elevados de PAI-1 podem predispor ndo apenas a aterosclerose e,
consequentemente, a eventos cardiovasculares (MARVRI, ALESI, 2004), mas
também a trombose venosa (PALOMO et al, 2006) e embolia pulmonar (WYSEURE,
et al, 2015). Alguns estudos demonstraram uma maior freqiéncia de DCV em
pessoas com SM e aumento dos niveis de PAI-1 (JUHAN-VAGUE et al, 1993;
HAMSTER et al, 1987; LOPES et al, 2003; BATTES, et al, 2014).

N&ao foram identificados na populacdo brasileira, composta por diferentes
etnias, estudos sobre a frequéncia do polimorfismo —675 4G/5G na regido promotora
do gene da SERPINE1 e sua associagdo com SM e DCV. Nas pessoas com HIV,
poucos estudos avaliaram os niveis de PAI-1 e suas associacdes com disturbios
metabolicos (VAN-VONDEREN, 2009; KRISTOFFERSEN, 2009; HERBERT, 2006;
HE, 2005; SPORER, 2005; YOUNG, 2004; De LARRANAGA, 2004; YKE-
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JARVINEM, 2003; WORM, 2009; HADIGAN, 2001). Em nenhum deles, os niveis de
PAI-1 se alteraram apos introducdo de ARV (KRISTOFFERSEN, 2009; YOUNG,
2004). Em dois estudos, os seus niveis plasmaticos diminuiram apdés o uso de
sensibilizadores de insulina (YKI-JARVINEN et al, 2003; HADIGAN et al, 2001). N&ao
existe estudos sobre polimorfismos que envolvam o gene da SERPINE1 em pessoas

vivendo com HIV/AIDS no banco de dados pesquisado.

Embora a sindrome metabdlica tenha como base fisiopatoldgica a resisténcia
insulinica (LUNA, 2015), o estado de hipercoagulabilidade e inflamacdo poderiam
explicar a elevada frequéncia de eventos cardiovasculares nesta populacdo. Além
disso, ndo ha estudos que expliqguem porque algumas pessoas com SM cursam com
maior ocorréncia destes eventos (KIN, 2004; PIMENTA et al, 2006; KAHN et al,
2005.). Uma hipotese a ser considerada € a predisposicdo genética atuando
sinergicamente a situacdes que favorecam o desequilibrio da coagulabilidade,
destacando a elevacéo do PAI-1. Dessa forma, alguns biomarcadores, como o PAI-
1, poderiam ser empregados para apontar aqueles com maior risco para doenca
cardiovascular na pratica clinica diaria e em quem uma atencéo clinica e terapéutica

precisassem ser mais agressiva.

2.3 Polimorfismo 4G5G

Pesquisas no ramo do sequenciamento do genoma humano tém como uma
de suas vertentes a analise da expressdo dos genes envolvidos no metabolismo
humano. Téo importante quanto a expressao génica é a ndo expressao, ou a
expressdo modificada, pois todas podem definir alteragcbes metabdlicas que

esclarecam diversos fenébmenos clinicos encontrados no homem.

As alteracbes genéticas (mutacdes) s&do caracterizadas como insercao,
delecdo, substituicho e silenciamento de bases puricas ou pirimidicas que
constituem o DNA ou 0 RNA. As alteragbes com frequéncia maior que 1% sao ditas

polimorfismos genéticos e podem ocorrer em uma Unica base nucleotidica ou em
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bloco de bases e, ainda, em conjunto com outras seqiéncias genéticas num mesmo

cromossomo ou em cromossomos distintos (NATURE, 2015).

As razdes das modificacdes genéticas podem ser varias, como replicacdo de
DNA néo reparada durante o0 momento da mitose na fase embrionaria ou fase de
crescimento organico, exposicao a fatores promotores de mutagdo como radiacdes
ilonizantes, drogas teratogénicas, compostos nitrogenados e infecgdes virais
(EVOLUTION, 2015; GENETIC SCIENCE LEARNIG CENTER, 2015).

A andlise de polimorfismos no homem permite compreender as possiveis
repercussdes em seus portadores, possibilitando antever e prognosticar eventuais
disturbios clinicos associados a expressédo ou nao expressao génica que caracteriza
tais polimorfismos (DONG et al, 2005; HERNANDEZ & BLAZER, 2006).

Um polimorfismo que parece estar associado a disturbios metabdlicos e
trombadticos no ser humano é o da regido -675 do gene da SERPINE1, localizado no
cromossomo 7, banda 22.1 (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 vérios 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 jA se sabe sobre sua
constituicdo, sobre o ponto freqiente de mutacdo (DAWSON et al, 1991), sobre seu
papel fisiologico e sobre sua participacdo nas vias metabdlicas correlatas a
infeccbes (DAWSON et al 1993) e a aterosclerose (DAWSON et al, 1991).

O polimorfismo 4G/5G, uma variagdo comum na regido promotora do gene da
SERPINEL, é caracterizada por inser¢do ou dele¢do de uma guanina, a 675pb antes
0 sitio de inicio da transcricdo (DAWSON et al, 1991; LIMA et al, 2011). Seus
portadores podem ser homozigéticos para o alelo 4G (4G/4G), para o alelo 5G
(5G/5G) ou heterozigoticos (4G/5G) e as variagdes genéticas no lécus contribuem
para as diferencas entre as pessoas nos niveis plasmaticos de PAI-1 (DAWSON et
al, 1991) e consequente surgimento de estado pro-trombético (ANNICHINO-
BIZZACCHI et al, 1998). Gendtipos 4G/5G e 4G/4G sao, respectivamente em ordem
crescente, determinantes de maior sintese do PAI-1 quando comparados com o
genadtipo 5G/5G. O que fica claro que a delecdo de guanina em uma ou nas duas

cadeias de DNA caracteriza 0os genoétipos. Ha evidéncias de que a simples delecdo
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da base seja fator determinante do aumento plasmatico 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 Investigacdo Médica em Tromboses,
Hemostasias e Aterogéneses, no Distrito Federal do México para conhecer a
frequéncia do polimorfismo e determinar o risco de infarto agudo do miocardio ao
que relacionou o alelo 4G a elevacdo do segmento ST e consequientemente a maior
risco de infarto. Festa et al (2003) procedeu estudo multicéntrico na Espanha, com
um total de 1564 pessoas de etnias distintas: negros, brancos hispanicos e néao
hispanicos e constatou que a maior frequéncia era de heterozigoticos 4G/5G
(44,18%) seguidas de homozigose para o alelo 5G (34,5%) e 4G (18,3%). Por sua
vez, Margaglione (2009) estudando a populacdo hispanica 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 variagcdo da frequéncia dos
genotipos em diferente grupos étnicos. O gendtipo mais desfavoravel (4G/4G)
esteve freqiente em 13% de africaners, 54% em indianos e 58% em caucasianos.
No Brasil, Lima et al (2011) avaliando associacdo de polimorfismo 4G/5G do gene
SERPINE1 e gravidade de doenca coronariana, identificaram associacdo de
homozigose 4G/4G com niveis mais elevados de PAI-1 e estenose coronariana
grave. Entre os individuos saudaveis usados nesse estudo, a frequéncia 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 estao
envolvidos como determinantes dos niveis de PAI-1 plasmatico, codificados pelo
gene SERPINEL. Dentre eles niveis de triglicerideos (YOSHAIMASA et al, 2005;
GNACINSKA et al; 2010), resisténcia insulinica (MYNARCIK et al, 2000; KISHORE
et al, 2010) e IL 1 (DAWSON et al 1993). Ha evidencias de que outros fatores como
0 uso de drogas também estejam envolvidos nos niveis plasmaticos do PAI-1 (YKI-
JARVINEN et al, 2003). Dong et al (2005) verificou evidencias de que o
acentuassomo C/EBPo pode ser estimulada pela IL-6 com associagdo com maior

sintese de PAI-1 plasmatico.
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2.4 Sindrome metabdlica em pessoas vivendo com HIV/AIDS.

A sindrome metabdlica tem sido amplamente descrita em pessoas com
HIV/AIDS, embora a sua frequéncia tenha variado nos diversos estudos. Gazzaruso
et al (2002), em uma coorte envolvendo 553 pessoas em uso de ARV, encontraram
uma frequéncia de 45,4% de SM. Troian et al (2005), estudaram 151 pessoas com
terapia antirretroviral ha um ano ou mais anos e encontraram uma frequéncia de SM
de 38,2% e dislipidemia em até 87,4%. Jerico et al (2005), em estudo transversal,
descreveram frequiéncia que variou de 17 a 27%, de acordo com a faixa etaria
estudada. Dielh et al (2008) relataram frequéncia de SM de 36% de acordo com 0s
critérios de NCEP-ATPIIl em pessoas do estado do Parana. Durante a avaliacéo
basal de coorte em andamento no estado de Pernambuco, Ramos et al (2009), em
dissertacdo de mestrado, encontrou freqiéncia de 27,7% de SM em pessoas com

HIV (dados ainda nao publicados).

Os mecanismos pelos quais as pessoas vivendo com HIV/AIDS desenvolvem
a SM ainda néo estdo completamente compreendidos, e parecem envolver fatores
associados ao individuo, a infeccdo e a 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 metabdlicas e aumento da frequiéncia de SM. O processo envolvido
nesta associagéo parece envolver a dislipidemia e resisténcia insulinica relacionados
a certas drogas antirretrovirais (JERICO et al, 2005; CALZA et al, 2004; ESTRADA
et al, 2004).

Além da TARV, outros fatores como a lipodistrofia, tém sido relatados como
fatores de associacdo com a SM metabdlica do HIV. Bonfanti et al (2006) e De
Socio et al (2008) verificaram chance cerca de duas vezes maior para sindrome
metabdlica, segundo NCEP ATP Il (2002), em pessoas com HIV e lipodistrofia.
Fenotipicamente, as pessoas com SM assemelham-se aos portadores de
lipodistrofia mista, mas nao é certo se ambos compartilham a mesma via patogénica

e consequéncias clinicas.
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Na populacdo geral, a presenca de sindrome metabdlica esta associada ao
aumento da mortalidade e de risco para eventos cardiovasculares em 1,5 e 2,5
vezes, respectivamente. (SBC, 2005) Estudos prospectivos para avaliacdo das

repercussdes da SM nas pessoas vivendo com HIV/AIDS ainda s&o necessarios.

2.5 Sindrome metabdlica e PAI 1

Embora ndo estejam entre os critérios definidores de SM, aumento de
marcadores de inflamacdo e coagulacdo tem sido descrito em individuos com a
sindrome (ALESSI and JUHAN-VAGUE, 2006). Um dos fatores envolvidos com a
hipercoagulabilidade da SM é o inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI 1)
(PENALVA, 2008).

O PAI-1 é uma proteina da familia de inibidores serina protease que impede a
fibrindlise através da inativacdo do ativador de plasminogénio. E reconhecidamente
secretado por células endoteliais, pela musculatura lisa, por hepatécitos e por
adipdcitos, sendo a grande maioria do PAI-1 circulante advindo do tecido gorduroso.
A complexa regulacdo da secrecdo do PAI-1 ndo esta completamente esclarecida,
mas parece envolver o metabolismo da glicose e dos lipideos, com aumento da
secrecdo na vigéncia de hiperinsulinemia (ALESSI and JUHAN-VAGUE, 2006;
BORONAT et al, 2009) e hipertrigliceridemia.

Os niveis plasmaticos de PAI-1 elevados estdo associados a formacao de
placas ateromatosas (SOBEL et al, 1999) e a fendmenos tromboembdlicos,
parecendo ter valor preditivo para eventos como o infarto agudo do miocardio (IAM)
e acidente vascular encefalico (AVE) (HAMSTEN et al, 1987; SMITH et al, 2005).
Quando ajustado por marcadores da sindrome metabdlica, como IMC e dislipidemia,
o valor preditivo do PAI-1 para doenca cardiovascular desaparece, parecendo que a
presenca de sindrome metabdlica € um pré-requisito para a elevacdo do PAI-1 em
pessoas com o aterotrombose (ALESSI, JUHAN-VAGUE, 2006).

A ligacdo entre a sindrome metabdlica e o nivel circulante de PAI-1 foi

descrita pela primeira vez em 1986 (VAGUE et al, 1986) Desde entdo, varias



31

evidéncias de suas associacfes estdo disponiveis na literatura. LOPES et al (2003)
mostraram aumento dos niveis de PAI-1 em pessoas com obesidade visceral
quando comparados com nao obesos. VISANJI et.al.(2000) evidenciaram niveis
elevados de PAI-1 na vigéncia 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 intervencédo utilizando sensibilizadores de insulina (KRUZYNSKA et al, 2000),e
dieta hipocaldrica para aquisicdo de perda ponderal (FOLSOM et al, 1993)

evidenciaram reducgdo dos niveis plasmaticos de PAI 1.

A via de interligacdo entre o aumento de niveis plasmaticos do PAI-1 e a SM
€ complexa, mas parece envolver, em Ultima instancia, mecanismos relacionados a
célula adiposa, seu processo de diferenciacdo, producdo de adipocinas e a
capacidade de responder a estimulos hormonais. Estudos tém sugerido que a
deposicao ectopica de gordura corporal esta associada tanto com os niveis elevados
de PAI-1 circulante (SHIMOMURA et al, 1996) como com a sindrome metabdlica
(ALESSI, JUHAN-VAGUE, 2006). Esta deposicdo de gordura ectépica funcionaria
como um fator téxico para o tecido adjacente, com producdo de substancias ativas
como acidos graxos livres e citocinas inflamatorias (fator de necrose tumoral-TNF),
levando a resisténcia insulinica (HUTLEY, PRINS, 2005). De fato, niveis elevados de
PAI-1 tem sido descrito em associacdo com obesidade visceral e resisténcia
insulinica (SAKKINEN et al, 2000), assim como a correlacdo entre os niveis de TNF
e os de PAI-1 (PANDEY et al, 2003). Por outro lado, um estudo in vitro mostrou que
a superexpressao do PAI-1 parece prejudicar o processo de diferenciacdo dos
adipécitos levando a obesidade e resisténcia insulinica (ALESSI, JUHAN-VAGUE,
2006).

Assim a elevacao do PAI-1 parece compartilhar vias patogénicas comuns as
da sindrome metabdlica, onde as alteragcbes no adipdcito levando a resisténcia
insulinica desempenham um importante papel como gatilho inicial para as alteracbes
clinicas e metabolicas subseqientes. Estudos clinicos e laboratoriais ainda séo

necessarios para a melhor compreensao desta interligacao.
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2.6 PAI-1 em pessoas vivendo com HIV/AIDS

Alguns autores tém avaliado a associacao entre niveis plasmaticos de PAI-1 e
distarbios metabodlicos em pessoas vivendo com HIV/AIDS. Niveis mais elevados de
PAI-1 em pessoas com obesidade visceral, lipodistrofia e resisténcia insulinica (HE
et al, 2005) ja foram evidenciados. Em outros estudos, experimentais, ndo foram
verificadas mudangas nos niveis plasméticos de PAI-1 ap0s introducdo de ARV
(VAN VONDEREN et al, 2009; KRISTOFFERSEN et al, 2009), enquanto outros
mostraram reducdo dos seus niveis apos introducdo de sensibilizadores de insulina
(YKI-JARVINEN et al, 2003; HADIGAN et al, 2001). Estes estudos corroboram com a
hipotese de que o PAI-1 estd mais envolvido com a redistribuicdo do tecido
gorduroso do que com processos inflamatorios por si s, podendo ser um importante
marcador de risco para distlrbios metabdlicos em pessoas vivendo com HIV/AIDS.
Até o0 momento, ndo existem estudos que avaliem o polimorfismo do promotor do

PAI-1 na populagcéo com HIV.

2.7 PAI-1 e Risco Cardiovascular estimado por Framigham

O envelhecimento das PLWHA tém se refletido em uma mudanca significativa
do perfil epidemiologico dessa populagdo. Observa-se redugcdo da mortalidade
devido a causas relacionadas a AIDS e aumento da mortalidade devido a eventos
nao relacionados a AIDS (WADA' 2013). Dentre as doencas nao relacionadas a
AIDS, as DCV se destacam pela sua alta frequiéncia (INGLE, 2014) e por se tratarem
de condic¢des clinicas que podem ser estimadas e, pelo menos em parte, evitadas
(STONE, 2014).

Uma forma comumente utilizada para estimar eventos cardiovasculares é a
utilizacéo de equagdes que combinam varios fatores de riscos e fornecem um risco

guantitativo para DCV em um determinado periodo de tempo (WILSON, 1998) O
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escore de Framingham é uma dessas equac¢fes, amplamente utilizado na populacao
geral, e mais recentemente em PLWHA (MOREIRA, 2010).

A compreensédo da patogenia dos eventos cardiovasculares nessa populacéo
€ complexa, uma vez que envolve fatores inflamatoérios relacionados a infec¢éo, que
se mantém mesmo com o controle da infeccdo apds introdugdo de ARV (PICONI,
2013). Ha a participacdo dos fatores de risco tradicionais, relacionados ao
envelhecimento e as complicacbes metabodlicas desencadeadas pela TARV
(GELENSKE, 2010; DE CARVALHO, 2010). Todas essas alteracbes levam a uma
disfuncdo endotelial com inflamacéo, disturbios da coagulacédo e fibrindlise, que sao
as primeiras altera¢gfes da doenca aterosclerotica (LIBBY, 2011)

Dentre as citocinas endotelias, PAI-1 é o principal fator inibidor da fibrindlise e
disfuncbes associadas a essa citocina tém sido associada a doenca cardiovascular
(LOPES, 2013). Os niveis plasmaticos do PAI-1 podem sofrer influéncia de fatores
como idade, sexo, obesidade, tabagismo, e polimorfismos genéticos e epigenéticos
(HENRY, 1998). O polimorfismo mais estudado é o 4G5G, que é a insercao ou
exclusado de nucleotideo na regido promotora do gene da SERPINEL. Ha relatos que
a presenca do alelo 4G impliqgue em niveis mais elevados de PAI-1 (HUANG, 2012)
e possivelmente estejam associados a DCV (LIMA, 2011). Essas associa¢cdes sao
mais estudadas em pessoas sem HIV (HUANG, 2012; LIMA, 2011). Alguns autores
encontraram niveis mais elevados de PAI-1 na populacdo que vive com HIV do que
em pessoas sem HIV (GUZMAN-FULGENCIO, 2011). Ha discordancia quanto a
associacao de niveis elevados de PAI-1 e fatores de risco para DCV (PIRS, 2014).
Pouco se sabe sobre a participacao do polimorfismo 4G5G e em PLWHA.

Levando-se em consideracdo a miscigenacdo da populacdo brasileira e a
diferenca de freqUiéncia genotipica entre grupos étnicos, o estudo do polimorfismo e
sua associagcdo com o0s niveis plasmaticos do PAI-1 podera servir de auxilio na
identificag@o de populagbes especificas mais expostas a risco cardiovasculares em
nosso pais. Assim, o presente estudo se propde a determinar a frequéncia do
polimorfismo do gene SERPINE1, bem como os niveis plasmaticos do PAI-1 em
pessoas vivendo com HIV/AIDS e verificar sua associagdo com a SM e com risco

cardiovascular por escore de Framingham.
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3 MODELO TEORICO

O polimorfismo do gene SERPINE1 na regido -675 determina a expressao
da sintese do PAI-1 plasméatico. Os genotipos polimorfos podem ser trés tipos:
4GA4G, 4G5G e 5G5G, variando entre si em apenas um alelo de nucleotideo (SNP).
A substituicdo de uma guanina do gene caracteriza 0 4G e esta relacionada a
maiores niveis de PAI-1 circulante, nas etnias estudadas. Niveis mais elevados de
PAI-1 tém sido associados com sindrome metabolica e com risco cardiovascular.

A frequéncia dos gendtipos é distinta em funcéo da etnia, com a presenga do
alelo 4G menos frequente africana ja estudada. De uma maneira geral, os estudos
em populacdes latinas evidenciaram frequéncia semelhante da distribuicdo dos
gendtipos 4G/4G, 4G/5G e 5G/5G, e em caucasianos, a freqiéncia do genétipo
5G/5G € menor. Na populacdo do sudeste do Brasil, a distribuicdo encontrada foi
semelhante a da populacao latina descrita em outros estudos.

Em relacdo aos niveis de plasminogénio, a literatura aponta para niveis mais
elevados entre caucasianos e asiaticos que possuem o alelo 4G. Nos estudos com
africanos, os niveis de plasminogénio sdo menores, mas ndo ha evidencia de
variacdo na populacdo de acordo com a presenca ou auséncia do alelo 4G.

Outros fatores parecem influenciar os niveis de plasminogénio circulantes.
Ha estudos mostrando que a urbanizacdo eleva os niveis circulantes de
plasminogénio.

Além disso, alguns estudos encontraram niveis mais elevados de
plasminogénio em individuos com sindrome metabdlica, obesidade central e
lipodistrofia, o que levanta a suspeita de que o gene tenha sua traducéo influenciada
por diversos fatores. Nao se sabe quais ao todo e quanto cada um dos fatores
influencia a sintese protéica do PAI-1. Ha evidencias de que acumulos de gordura
visceral estdo associados com maior concentracdo de PAI-1 circulante e ha registros
de reducdo da sintese de PAI-1 por drogas como rosiglitazone, metformina,
lopinavir/ ritonavir.

A sintese elevada do PAI-1 repercute na supressdo do plasminogénio com
diminuicdo dos niveis de plasmina, com reducéo da fibrindlise e favorecimento de

eventos trombogénicos.
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Ha evidencias de que distarbios na cascata de coagulacdo, como aumento
dos niveis de PAI-1, participam da patogenia da SM e contribuem para maior RDCV.
Ndo é consenso se o0s niveis de PAI-1 aumentam por causa do evento
cardiovascular e da inflamacdo associada a SM, ou se antecedem e favorecem o
aparecimento da SM e dos eventos cardiovasculares. Ha estudos mostrando niveis
de PAI-1 mais elevados em individuos com infarto um ano antes do evento
acontecer. Também nao se sabe qual influencia dos fatores determinantes da SM
sobre a sintese do PAI-1, embora haja evidéncia de que a resisténcia insulinica, o
IMC, a dislipidemia e o acumulo de gordura em certas partes do corpo tenham
influencia negativa no ativador tecidual de plasminogenio (tPA) e na urokinase (UPA)

repercutindo em maiores niveis de PAI-1 circulante.
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Figura B - Representacéo esquematica do Modelo Tedrico
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Por néo ter sido estudado ainda, ndo ha evidencias da influencia do HIV/AIDS na
expressdo do gene SERPINEL (regido -675). Sabe-se que as drogas antiretrovirais
(ATR), principalmente inibidores de proteases (IP) e nucleotidases (IRNT) promovem
disfuncdo metabolica. Embora ocorra associacdo da infeccdo do HIV e da TARV
com sindrome metabdlica (SM), ainda ndo se sabe se ha associacdo entre o
polimorfismo 4G/5G do gene SERPINEL, os niveis plasmaticos do PAI-1 e
desenvolvimento da SM na populacdo com HIV, ou se o0s niveis de PAI-1
plasmaticos e a frequéncia de polimorfismo 4G5G ocorre de igual modo as etnias

reportadas nos artigos encontrados.

4 HIPOTESE DO ESTUDO

Hipotetizamos, portanto que:

Em pessoas vivendo com HIV/AIDS, no estado de Pernambuco, o
polimorfismo 4G/5G da SERPINE1 esta associado a super-expressado deste gene o
que pode ser verificado por niveis elevados de PAI-1 plasmatico que por sua vez
pode apresentar-se associado com as alteracbes metabdlicas separadamente ou
com a sindrome metabdlica em si, e ainda pode estar associado a elevacédo do risco

de doenca cardiovascular.

5 PERGUNTAS CONDUTORAS

e Qual a frequéncia do polimorfismo -675 4G/5G do promotor do PAI-1 em
pessoas vivendo com HIV/AIDS no Estado de Pernambuco?

e Existe associacdo entre o polimorfismo -675 4G/5G do promotor do PAI-1
com os niveis plasmaticos de PAI-1, sindrome metabdlica e com o perfil

metabdlico das pessoas vivendo com HIV/AIDS no Estado de Pernambuco?
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o Existe associacdo entre 0s niveis plasmaticos de PAI-1 com sindrome
metabdlica e com o perfil metabdlico das pessoas vivendo com HIV/AIDS no
Estado de Pernambuco?

e Existe associacdo do polimorfismo na regido -675 do gene SERPINE1 (PAI-1)
e dos niveis de plasminogénio plasmaticos (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 frequéncia do polimorfismo -675
4G/5G do promotor do PAI-1 e verificar sua associacdo com 0s niveis plasmaticos
de PAI 1, sindrome metabdlica, perfil metabdlico e risco cardiovascular em pessoas

vivendo com HIV/AIDS no Estado de Pernambuco.

6.2 Especificos

1. Determinar a frequéncia dos polimorfismos genéticos 4G/4G, 5G/5G,
4G/5G na regido 675 promotora do PAI-1 em pessoas vivendo com
HIV/AIDS;



38

2. Verificar a associacao dos polimorfismos no promotor do PAI-1 e os niveis

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

3. Verificar a associacdo dos polimorfismos no promotor do PAI-1 com a
sindrome metabdlica e seus critérios de definicdo (circunferéncia
abdominal, HAS, niveis de HDL, TG e glicemia de jejum) em pessoas
vivendo com HIV/AIDS;

4. Verificar associacao entre os niveis de PAI-1 plasmatico com a sindrome
metabdlica e de seus critérios de definicAo em pessoas vivendo com
HIV/AIDS.

o

Verificar a associacdo entre os polimorfismos da regido -675 do gene
SERPINEL1 e dos niveis de PAI-1 com o risco cardiovascular avaliado pelo

escore de Framingham em pessoas vivendo com HIV/AIDS.

7 MATERIAL E METODOS

7.1 Desenho do estudo e populacéo

Este estudo constou de duas etapas para o primeiro artigo: a primeira etapa
foi um corte transversal para verificar a freqiiéncia de polimorfismo e a associagcao
com niveis de PAI-1 plasmaticos. Na segunda etapa, para verificar a associacao
entre polimorfismo e niveis 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 associacdo do polimorfismo e dos niveis de PAI-1 plasmatico
com risco cardiovascular elevado, definido pelo escore de Framingham. Tambéem

foram testadas associacdo com outros fatores de risco para doenca cardiovascular.
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Ambos os estudos sdo 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 servi¢os de referéncia 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 servicos de referéncia do Estado de
Pernambuco, Brasil: Hospital Correia Picango e Hospital Oswaldo Cruz.

7.3 Populacéo do estudo

Nesse estudo, foram incluidas pessoas vivendo com HIV/AIDS, iguais ou
maiores de 18 anos, atendidas ambulatorialmente entre 2007 e 2012. Foram
excluidos as pessoas que apresentaram doenca relacionada a AIDS nos trés meses

anteriores as entrevistas.

7.4 Categorizacdo das variaveis

7.4.1 Variaveis dependentes

Sindrome metabdlica
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Para a definicho 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 definicdo: Circunferéncia abdominal (CircAbd) = 94 cm para
homens e = 80 cm para mulheres; Pressédo arterial (PAS) 2 130mmHg ou PAD = 85
mmHg ou uso de hipotensores orais; Glicemia(GJ) se 2100 mg/dl ou uso de
hipoglicemiantes; Trigliceridemia (TG) se 2150 mg/dl ou uso de hipolipemiantes;

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

Estimacao de risco para doencas cardiovasculares (RDCV)

Para a estimacdo de risco para doencas cardiovasculares, foi empregado o
escore de Framingham (Anexo C). Nesse modelo, calcula-se a chance, em
percentual, de um individuo apresentar um evento cardiovascular no periodo 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 Unica categoria.

Outros fatores de risco cardiovasculares

Além do RDCYV estimado pelo escore de Framingham, os seguintes fatores de
risco para doenga cardiovascular foram analisados separadamente: comorbidades
clinicas [hipertensédo (HAS), diabetes mellitus (DM), excesso de peso, dislipidemia],
laboratoriais [TG, LDL, TG, HDL, razdo TG/HDL, CT ndao HDL (CNHDL)].

Foi considerada presenca de hipertensdo a presséo arterial sistolica (PAS) >
130mmHg ou pressao arterial diastélica (PAD) > 85mmHg, ou uso de anti-
hipertensivos no momento da entrada no estudo.

Foi considerada presenca 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 indice de massa corporal (IMC)
e categorizado como: pessoas magras (< 18,5kg/m?), peso normal (18,5 a
24,9kg/m?), e excesso de peso (> 25kg/m?), com agrupamento dos pessoas com
sobrepeso (25 a 29,9kg/m?) e obesidade (> 30kg/m?) em uma Unica categoria.
Hipercolesterolemia foi considerada quando CT > 200mg/dL ou uso de
hipolipemiantes, LDL elevado se > 130mg/dL. CT ndo HDL foi calculado, subtraindo-
se o valor do HDL do valor do CT. Foi considerado elevado se valores acima de
160mg/dL. A razdo TG/HDL foi utilizada como marcador de risco cardiovascular
relacionado a um perfil lipidico desfavoravel. Foi considerada alterada se valores >
3,8. Dislipidemia foi considerada presente se pelo menos um dos seguintes

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

7.4.2 Variaveis de exposicao:

Polimorfismo na regido -675 do gene SERPINE1:

Substituicdo ou auséncia de uma guanina no loci -675 do gene SERPINE1. A
heterozigose para o polimorfismo é definida pela substituicio de uma base em um
anico alelo, caracterizando o genotipo 4G5G; a homozigose para o polimorfismo é
definida pela substituicdo da base nos dois alelos caracterizando o genétipo 4G4G.
Em nosso estudo, os genétipo 4G4G e 4G5G foram agrupados em uma Unica

categoria.

PAI-1 ativado plasmatico

Devido a falta de padronizacdo de valores de referéncia amplamente aceitos,

o plasminogénio foi analisado como variavel continua.
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7.4.3 Variaveis potencialmente associados a sindrome metabdlica

As seguintes variaveis foram consideradas para possiveis ajustes do modelo
multivariado: bioldgicas (sexo e idade), habitos de vida (tabagismo), relacionadas ao
HIV (valor de CD4, tempo de diagnéstico do HIV) e relacionadas a TARV (uso de
ARV, tempo de uso de ARV).

Tabagismo foi categorizado como “uso atual”, “uso passado” e “ndo uso” de
tabaco. “Uso passado” e “ndo uso” foram agrupados em uma Unica 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
Gnica 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 parametros estivessem alterados: CT, LDL, HDL, TG ou uso de
hipolipemiantes. A contagem de CD4 foi julgada baixa quando < 350 células/mm?.
Tempo de diagndstico do HIV foi referido pelo participante e confirmado no
prontuario médico, categorizado com <3 anos e =23 anos. As informacgdes sobre a
TARV foram retiradas do prontuario meédico. Foi considerado “uso de ARV” se na
data da entrevista o individuo estivesse em uso de antirretrovirais. Tempo de TARV
foi avaliado como variavel continua, e categorizada em < 3 anos e > 3 anos de

acordo com a data do inicio da TARV obtida no prontuario médico.

7.4.4 Variaveis consideradas para ajuste do modelo final

Por serem consideradas potencialmente associados a SM as variaves
bioldgicas (sexo e idade), habitos de vida (tabagismo), comorbidades clinicas
[hipertensdo (HAS), indice de massa corporal (IMC) e dislipidemia], laboratoriais
(CT, LDL), relacionadas ao HIV (valor de CD4, tempo de diagndstico do HIV) e
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relacionadas a TARV (uso de ARV, tempo de uso de ARV), foram empregadas para

ajuste de modelo final.

7.5 Operacionalizagao da pesquisa

7.5.1 Coleta e processamento de dados

ApOs assinatura de consentimento livre e esclarecido, os participantes
responderam a um questionario padronizado e tiveram pressao arterial e medidas
antropométricas aferidas por uma equipe treinada. Informacdes sobre TARYV,
doencas relacionadas ao HIV e valores de CD4 foram obtidas nos prontuarios

meédicos e transcritas em formularios especificos.
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Figura C - Fluxograma da pesquisa

7.5.2 Dosagens séricas, plasmaticas e pesquisa de Polimorfismos

Amostras de soro, plasma e sangue total foram coletadas, nos dias 0 e 30
apos admissdo do paciente ao estudo. Soro e sangue total foram armazenados a -
20°C e plasma a -80°C até o momento da analise. As coletas foram feitas sempre
entre 8 e 11h da manha. O plasma serviu a determinacdo 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), triglicerideos (TG). O sangue total foi utilizado para
a quantificacdo de CD4 e obtencéo de DNA para determinag&o do polimorfismo.

A quantificagcdo de CD4 foi executada em equipamento FACS Calibur three
color flow cytometer (Becton Dickinson); as dosagens bioquimicas, com amostras
coletadas apOs jejum de 12h, foram analisadas por método enzimatico em
equipamento Cobas Mira (Roche), todos submetidos a gestdo da qualidade, com
variacdo aceitavel de 5% da média dos controles. O valor do LDL foi calculado de

acordo com a equacao de Friedewald®.

Para dosagem de plasminogénio plasmatico foi usado o kit de ELISA
KHC3071 (Human Invitrogen Corporation) e para determina¢ao dos polimorfismos, o
DNA foi extraido com kit MINI SPIN PLUS (BIOPUR), com emprego de Proteinase K.
Apos extracdo de DNA as amostras foram submetidas a dosagem de DNA por
equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Cientific), com aceitacdo de amostras no
minimo 3 ng/uL. As amostras foram armazenadas em microplaca livre de DNAses e
RNAses e congeladas a -20°C até execuc¢do da reacdo 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 cols®* e
sequenciamento génico de 10% das amostras amplificadas para confirmacdo dos
achados na PCR. A detecc¢éo dos polimorfismos na regido -675 4G5G promotora do
PAI-1 foi feita usando como controle 0 primer 5-
AAGCTTTTACCATGGTAACCCCTGGT-3 e 0 5'-
TGCAGCCAGCCACGTGATTGTCTAG-3' gerando um amplicon de 256-pb como
controle interno e alelo especificas 5G e 4G, respectivamente, 5'-
AGAGTCTGGACACGTGGGGG-3' e 5- AGAGTCTGGACACGTGGGG-3' (138-pb,
cada). Para sequenciamento, foi empregado o protocolo proprio do Centro de

Genomas'.

1 . .
Protocolos disponiveis com o autor.
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7.6 Consideracgdes éticas

Este estudo esta ligado a um grupo de pesquisa em HIV/aids do estado de
Pernambuco. Esta atrelado diretamente a uma coorte na qual tem sido
acompanhado os participantes por 18 meses objetivando avaliar os distarbios
metabdlicos associados a infeccdo pelo HIV e sua terapia, denominado
“Investigacdo prospectiva sobre lipodistrofia e alteragcdes metabdlicas
(sindrome metabdlica e perda de massa 6ssea) como efeito adverso da terapia
anti-retroviral em adultos, adolescentes e criangas com HIV/aids no estado de
Pernambuco com avaliagdo nédo invasiva de dano vascular e estudo do
polimorfismo genético associado a resisténcia a insulina”, coordenada pelo Dr.

Demadcrito de Barros Miranda Filho.

O estudo segue os principios da bioética e todos os pesquisadores se
comprometem a cumprir as normas vigentes do Conselho Nacional de Saude, em
especial, das resolucdes 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 aceitacdo em
participar do estudo.

Os participantes poderdo ser beneficiados diretamente no caso de
deteccdo de alguma alteracdo ou doenca a partir dos exames relacionados com a
pesquisa, pois nesses casos eles serdo imediatamente comunicados pelo seu
meédico que tera acesso aos resultados logo que disponiveis e podera assim intervir

0 mais precocemente possivel.

O projeto foi devidamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de Pernambuco (declaragao/protocolo de recebimento
em Anexo A): Registro de Protocolo CEP/HUOC N° 127/2006 em 26/09/2006. Apds
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Apéndice A),
por voluntario e testemunhas, respondem a um questionario padronizado
(Apéndice B) aplicado por equipe treinada. Posteriormente, nos retornos de
acompanhamento, o Formulario de Pesquisa (Apéndice C) é alimentado com

dados das visitas e novos resultados de exames, esquemas terapéuticos
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(introdug&o ou mudancgas), imaginologia, histérico de doencas oportunistas e SIDA
e outros dados especificos requeridos para cada Coorte aninhada.

O TCLE descreve detalhadamente todas as implicacfes, possiveis riscos e
beneficios que poderdo advir da adesdo ao estudo. Cartas de anuéncia dos
diretores das duas instituicdes que participardo da pesquisa também seguem em
Anexos B e C.

7.7 Andlise estatistica

7.7.1 Do estudo para determinar as frequéncias de polimorfismo 4G5G e

verificar sua associagdo com PAI-1 plasmético e SM

Para a descricdo da populacdo calculamos distribuicdo de frequéncias e
médias com seus respectivos desvios padrfes. A associacdo do polimorfismo com a
SM foi testada por teste x* de Pearson. A medida de associacdo foi estimada pela

Odds ratio com seus respectivos intervalos de confianca.

Para verificar a associacdo entre SM e polimorfismo, além de considerar 0s
grupamentos auséncia de 4G e presenca de 4G foi feito por regressao logistica
multivariada ajustada, tendo como critério de entrada no modelo uma associagéo de
até 20% (p <0,2). Antes, porém, foi procedido univariada com cada cada variavel
definidora da SM e com as potencialmente implicadas na SM. A conduta, teve dois
objetivos: a) verificar a associacdo do polimorfimo com cada componente da SM, e

b) verificar a associagéo para ver se necessario ajustar na analise.

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 analise estatistica foi feita usando o programa Stata

12.0. Para todas as comparagdes, um valor de p < 0,05 foi considerado significante.
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Para comparacéo da variancia das medianas de niveis de PAI-1 plasmaticos
condicionada aos gendtipos do polimorfismo aplicamos o teste de Kruskal-Wallis,
visto que a distribuicdo dos valores na amostra e intra-grupamentos genotipicos néo

foi normal.

7.7.2 Do estudo para verificar associacdo do polimorfismo 4g5g e do inibidor
do ativador do plasminogénio 1 plasmatico ativado com fatores de risco

cardiovascular em pessoas vivendo com HIV/AIDS

Para a descricdo da populacdo calculamos distribuicdo de frequéncias,
médias com seus respectivos desvios padrfes. Teste t student foi realizado para
comparacao de médias. A associacdo do polimorfismo do gene SERPINE1 ativado
com RDCV e demais fatores de risco cardiovasculares foi testada por teste x* de
Pearson. A medida de associacao de varidveis paramétricas foi estimada pelo Odds

ratio com seus respectivos intervalos de confianca.

O ajuste foi feito por regressao logistica multivariada, tendo como critério de
entrada no modelo uma associacao de até 20% (p <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 analise estatistica foi feita usando o programa Stata
12.0. Para todas as comparagdes, um valor de p < 0,05 foi considerado significante.
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8 RESULTADOS

Foram produzidos dois artigos a partir das analises realizadas e em
cumprimento dos objetivos elencados no projeto desta tese. Com o conjunto de
dados obtidos nesta operacionalizacdo mais 2 artigos que aqui ndo expomos por

nao corresponder aos objetivos desta tese.

8.1 ARTIGO 1 -

Polimorfismo naregiao -675 do gene SERPINE1 (PAI-1) e sua
associacdo com niveis de PAI-1 plasmatico e com sindrome
metabodlica em pessoas vivendo com HIV/AIDS em Pernambuco-
Brasil

Apc’)s 0 advento da terapia antirretroviral potente (TARV), a maior sobrevida das pessoas

com HIV aumentou o tempo de exposi¢cdo as drogas antirretrovirais. Diversas alteracdes
metabdlicas tém sido observadas nos individuos incluindo a sindrome metabdlica (SM) e
estas tém sido relacionadas a infeccdo cronica pelo HIV e, possivelmente, ao seu
tratamento.™?

Gazzaruso et al°, relataram frequéncia de 45,4% de SM em pessoas vivendo com
HIV/AIDS em uso de ARV. Jerico et al’ encontraram uma frequéncia entre 17 a 27%, de
acordo com a faixa etaria. Troian et al® encontraram uma frequéncia de SM de 38,2% em
usuarios de ARV. Estudos sugerem que a TARV, fatores relacionados a infeccéo pelo HIV e
fatores individuais podem estar associados com o desenvolvimento da SM.*°

A sindrome metabdlica (SM) é caracterizada pela presenca concomitante de fatores

reconhecidamente aterogénicos em um mesmo individuo.'® A presenca de SM aumenta em
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cinco vezes o risco de ocorréncia do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e em duas vezes doenga
cardiovascular (DCV) trombdética, embora os fatores de hipercoagulabilidade ndo estejam
incluidos nos critérios de definicdo da sindrome.™*

Varios estudos tém demonstrado que a SM é um forte preditor de DCV, especialmente
coronariana, independentemente dos niveis de colesterol-LDL (C-LDL). Na SM, o paciente
apresenta estado pro-inflamatério com interferéncia na fibrinélise.™*

E possivel que a fisiopatologia da hipercoagulabilidade na SM envolva diversos
mecanismos,'? dentre os quais destaca-se o aumento dos niveis do inibidor da ativagéo do
plasminogénio (PAI 1) que tem sido considerado, por alguns, o cerne das alteracdes
trombéticas da SM™ por ser a principal anormalidade implicada no estresse oxidativo e no
estado inflamatério encontrado nesta sindrome. Alguns estudos demonstraram maior
freqiiéncia de DCV em pessoas com SM e aumento dos niveis de PAI-1.*4151¢

Alguns genes estédo envolvidos na regulacédo dos niveis de PAI-1, no entanto, apenas 0s
polimorfismos na regido 675, promotora do PAI-1 parecem levar a uma super-expressao

deste gene®’'®

e, consequentemente, estado pro-trombético. As frequéncias destes
polimorfismos parecem variar com a etnia e localizacdo geogréfica da populacdo?®, sendo
importante o conhecimento da sua ocorréncia em diferentes populagdes.

A resisténcia insulinica, o estado de hipercoagulabilidade e o estado continuo de
inflamacao que caracterizam a sindrome metabdlica poderiam explicar a elevada freqiiéncia
de eventos cardiovasculares na populagéo portadora de HIV*. Entretanto, ndo se sabe por
gue algumas pessoas com SM cursam com maior frequiéncia destes eventos. Uma hipétese
a ser considerada é a predisposicdo genética atuando sinergicamente a situacfes que
favorecam o desequilibrio da homeostase de coagulacao.

Ha estudos que avaliaram os niveis de PAI-1 e suas associagcdes com disturbios
metabdlicos em pessoas vivendo com HIV/AIDS.'###22324 Contudo, até 0 momento ndo
identificamos estudos sobre a frequéncia do polimorfismo 4G/5G na regido promotora do
PAI-1 e sua associacdo com SM nha populacéo brasileira.

O presente estudo se prop0e a determinar a freqiiéncia do polimorfismo no promotor do
PAI-1 e sua expressdo em pessoas vivendo com HIV/AIDS e verificar sua associagdo com a
SM e risco de DCV.

METODOS

Populacéo e Desenho do Estudo
Este estudo constou de duas etapas. A primeira etapa foi um corte transversal para
verificar a freqiéncia de polimorfismo e a associacdo com niveis de PAI-1 plasméticos. Na

segunda etapa, para verificar a associacao entre polimorfismo e niveis plasmaticos de PAI-1
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com SM, utilizou-se uma estratégia de caso controle. Este estudo € 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 servicos de referéncia para
tratamento de pessoas vivendo com HIV/AIDS: Hospital Correia Picanco e Hospital Oswaldo
Cruz, em Pernambuco - Brasil. Foram excluidas as pessoas que apresentaram doenca

relacionada a AIDS nos trés meses anteriores as entrevistas.

Tipo de amostragem e definicdo do tamanho da amostra

Devido a escassez de estudos envolvendo pessoas vivendo com HIV/AIDS que
determinassem a freqiiéncia do polimorfismo na regido -675 do gene SERPINE1 e sua
associacdo com niveis plasmaticos de PAI-1 e com SM para determinar o tamanho da
amostra utilizamos como referéncia estudos em populacdo soronegativa para o HIV. Para a
amostra do estudo de prevaléncia tomamos como base o trabalho de Martinez-Calatrava®®,
no qual a frequéncia do polimorfismo 4G/4G foi de 37%. Tendo em vista um nivel de
confianca de 95% e um erro esperado de 7%, a amostra foi calculada em 173 pessoas. Ja
estudar a associacdo entre o polimorfismo e niveis plasméticos do PAI-1 e sindrome
metabdlica, bem como entre niveis de PAI-1 plasmético e SM a amostra calculada a partir
do estudo de prevaléncia 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

Apbs assinatura de consentimento livre e esclarecido, os participantes responderam a um
questionario padronizado e tiveram pressao arterial e medidas antropométricas aferidas por
uma equipe treinada. Informacdes sobre TARV, doencas relacionadas ao HIV e valores de
CD4 foram obtidas nos prontuarios médicos e transcritas em formularios especificos, ficha

de coleta de dados de acompanhamento.

Coleta de amostras bioldgicas
Amostras de soro, plasma e sangue total foram coletadas, nos dias 0 e 30 apds admissao
do paciente ao estudo. Soro e sangue total foram armazenados a -20°C e plasma a -80°C

até o momento da analise. As coletas foram feitas sempre entre 8 e 11h da manha.

Definigdo de variaveis

A SM foi assumida como variavel dependente. Esta foi definida conforme os critérios
utilizados pelo Harmonizing the metabolic syndrome: a Joint Interim Statement (JIS)*® que
consideram caso quando o individuo apresenta 3 ou mais dos seguintes critérios de

definigdo: Circunferéncia abdominal (CircAbd) = 94 cm para homens e = 80 cm para
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mulheres; Pressdo arterial sistolica =130mmHg e diastélica =285 mmHg ou uso de
hipotensores orais; Glicemia 2100 mg/dl ou uso de hipoglicemiantes; Trigliceridemia 2150
mg/dl ou uso de hipolipemiantes; Colesterol HDL(C-HDL) <40 mg/dl em homens e <50 mg/d|
em mulheres.

As seguintes varidveis foram considerados potenciais fatores de confusdo biolégicos
(sexo e idade), habitos de vida (tabagismo), comorbidades [hipertensdo (HAS), obesidade e
dislipidemia], laboratoriais (CT, LDL), relacionadas ao HIV (valor de CD4, tempo de
diagndstico da infeccdo pelo HIV) e relacionadas a TARV (uso de ARV, tempo de uso de
ARV).

Tabagismo foi categorizado como “uso atual” ou “uso passado” e “ndo uso” de tabaco.
IMC foi categorizado de acordo com a OMS: abaixo do peso (<18,5 kg/m?), com peso
normal (18,5 a 24,9 kg/m?, e sobrepeso (>25 kg/m?). 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 ocorréncia de alteracdes em um
dos seguintes parametros: CT, LDL, HDL, TG ou uso de hipolipemiantes. A contagem de
CD4 foi baixa quando <350 células/mm?®. Tempo de diagnéstico do HIV foi referido pelo
participante e confirmado no prontuario médico, categorizado com <3 anos e 23 anos. As
informagdes sobre a TARV foram retiradas do prontuario médico. Foi considerado “uso de
ARV” se na data da entrevista o individuo estivesse em uso de antirretrovirais. Tempo de
TARYV foi avaliado como variavel continua, e categorizada em <3 anos e >3 anos de acordo

com a data do inicio da TARV obtida no prontuario médico.

A quantificacdo de CD4 foi executada em equipamento FACS Calibur three color flow
cytometer (Becton Dickinson); as dosagens bioquimicas, com amostras coletadas apos
jejum de 12h, foram analisadas por método enzimatico em equipamento Cobas Mira
(Roche), todos submetidos a gestédo da qualidade, com variacédo aceitavel de 5% da média
dos controles. O valor do LDL foi calculado de acordo com a equacéo de Friedewald®.

O Polimorfismo 4G5G (SNPs rs 1799889) e os niveis plasméaticos de PAI-1 foram
considerados como exposicao principal.

Para dosagem de plasminogénio plasmatico foi usado o kit de ELISA KHC3071 (Human
Invitrogen Corporation). Devido a falta de padronizacdo de valores de referéncia
amplamente aceitos, o plasminogénio foi analisado como variavel continua.

Para determinacdo dos gendtipos foi utilizado o ARMS-PCR (amplification-refractory
mutation system - reacdo em cadeia da polimerase) com 2 primers de restricdo como
controles e 2 primers de restricdo para SNPs rs1799889. As sequéncias 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 sequéncias alelo especificas 5G e 4G, respectivamente, 5'-
AGAGTCTGGACACGTGGGGG-3' e 5- AGAGTCTGGACACGTGGGG-3' (138-pb, cada).
Para a extracdo de DNA foi usado o kit MINI SPIN PLUS (BIOPUR), com emprego de
Proteinase K. ApGs extracdo de DNA as amostras foram submetidas a dosagem de DNA por
equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Cientific), com aceitacdo de amostras no minimo 3
ng/uL. As amostras foram armazenadas em microplaca livre de DNAses e RNAses e
congeladas a -20°C até execucdo da PCR, conforme descrito por Bonyadi e cols®. Para

confirmacao dos achados na PCR, 10% das amostras amplificadas foram sequenciadas.

Anédlises estatisticas

Para a descricdo da populacdo calculamos distribuicdo de frequéncias e médias com
seus respectivos desvios padrdes. A associacdo do polimorfismo rs1799889 com a SM foi
testada por teste y* de Pearson. Na comparacdo das medianas de niveis de PAI-1
plasmaticos condicionada aos genétipos do polimorfismo aplicamos o teste de Kruskal-
Wallis, j& que a distribuicdo ndo era normal. Para todas as comparac¢des, 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 andlise estatistica foi feita usando o programa
Stata 12.0.

RESULTADOS

De 2074 participantes da Cohort AIDS-PE elegiveis para esse estudo, foram sorteados
185 de acordo com o célculo amostral. Destes, houve 3 perdas por falta de informacdes
necessdrias para caracterizagdo 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
diagnostico do HIV foi de 4,6+4,1 anos, 74,2% estavam em uso de ARV e 68,4%
apresentavam CD4>350 células/mm?.

A SM foi encontrada em 37,9% das pessoas estudadas, sendo mais freqliente no sexo
feminino. A Tabela 1 mostra a frequéncia e proporcdo de variaveis consideradas

potencialmente associadas a SM.
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TABELA 1 - Caracteristicas clinicas e laboratoriais da populacdo estudada de acordo com a

presenca de SM.

Variaveis Todos SM+ SM- o)
Tamanho da amostra (N) 182 69 (37,9%) 113 (62,1) -
Idade (anos)* 40,5+9,5 445+ 8,9 38,1+9,1 <0,001
Sexo feminino (%)** 133 (73,5%) 58 (84,1%) 75 (66,4%) 0,009
IMC (kg/m?)* 247+5.2 273+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)* 4641 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 TARYV (anos)* 4,2+3,3 4,67 3,4 3,94+3,1 0,199
Dislipidemia (%6)** 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 Padrao

** N e percentual correspondente

*** Medianas e intervalo interquartil

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

tinham alteracdo de um Unico alelo (4G5G) e 8 pessoas (4,32%) apresentavam mutacao em
ambos os alelos (4G4G).

N&o encontramos diferencas entre gendtipos quanto a presenca de SM (p=0,662), hem
associacdo entre grupamentos genétipicos e SM (Tabela 2).

N&o houve associacao entre o polimorfismo 4G5G na regido -675 do promotor do PAI-1 e
os componentes definidores de SM (Tabela 3).

Os niveis plasmaticos de PAI-1 ativado foram discretamente diferentes em funcdo dos
gendétipos do polimorfismo 4G5G, com medianas (Md) mais altas para 0os genétipos com
4G4G (16,5ng/mL, 1Q=10,9-22,9) e 5G4G (13,8ng/mL, 1Q=10,8-17,59) em comparagdo com
5G5G (13,2ng/mL, 1Q=11,6-15,6), embora a diferenca ndo tenha sido estatisticamente
significante (p = 0,67) (Figura 1).
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Tabela 2 — Frequiéncia de SNPs rs1799889 e distribuicao alélica em pessoas com e sem SM em
vivendo com HIV.

Genotipos Total SM+ N=69 SM-N=118 P
N(%) N(%)
Polimorfismo 5G5G 16 (8,8%) 7 (10,1) 9 (8,0)
Polimorfismo 4G5G 158 (86,8%) 58 (84,1) 100 (88,5) 0,662
Polimorfismo 4G4G 8 (4,4%) 4 (5,8) 4 (3,5)
Total 182 69 118
Grupamentos genotipicos
Polimorfismo 5G5G 7 (10,1) 9 (8,0)
Polimorfismo 4G5G/ 4G4G ' 62 (89,9) 104 (92) o14
Total 69 113
Distribuicéo alélica
5G 72 (52,2) 118 (52,3)
4G 66 (47,8) 108 (47,7)
Total 138 (100) 226 (100)

T Agrupamento de genétipos com presenca de pelo menos um alelo 4G

A Tabela 4 mostra as médias de PAI-1 ativado de acordo com a presenca de SM, em
cada categoria do polimorfimo 4G5G. Nao houve associagédo estatisticamente significante

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

DISCUSSAO

Nesse estudo a frequiéncia de heterozigose para o polimorfismo 4G5G do PAI-1 foi
86,8%. Embora a frequiéncia alélica do 5G tenha sido 52,2%, a frequiéncia de gendtipos
homozigoticos (13,2%) foi baixa, especialmente a do gendtipo 4G4G que teve freqiiéncia de
4,2%. Nao encontramos associacao entre polimorfismo 4G5G e niveis plasmaticos do PAI-1
ativado, nem com SM ou com seus componentes definidores isoladamente. Os niveis de

PAI-1 ativado ndo diferiram entre as pessoas com e sem SM.
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Tabela 3 — Variaveis biolédgicas, clinicas, habitos de vida, indicadores metabdlicos, relacionadas ao
HIV e a TARV, de acordo com o polimorfismo 4G5G do PAI-1 em pessoas vivendo com HIV/AIDS.

Variaveis 5G5G 4G5G/4G4G o)
Tamanho da amostra (N=182) 16 166 -
Variaveis biol6gicas

Idade (anos)* 41,8+7,8 40,4+ 9,6 0,568
Sexo feminino** 11 (68,7%) 125 (74,0%) 0,651
Variaveis Antropomeétricas

IMC (kg/m2)* 254 +43 24,7 5,3 0,617
Circunferéncia abdominal (cm) 9* 87,3+7,9 86,2+ 11,7 0,776
Circunferéncia abdominal (cm) 3* 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
Variavel de Habitos de vida

Fumantes ** 2 (12,5%) 29 (17,2%) 0,633
Outros Indicadores metabdlicos

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
Triglicerideos (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

Variaveis 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
Variaveis relacionadas a TARV

Uso de ARV ** 12 (75%) 126 (74,6%) 0,969
Tempo de TARYV (anos)* 4,04 £ 3,6 4,25+ 3,2 0,823

* Média e Desvio Padrao
** N e percentual correspondente

*** Medianas e intervalo interquartil

A frequéncia genotipica do polimorfismo 4G5G do PAI-1 teve distribuicdo diferente das

encontradas em populacdes etnicamente distintas da populacédo brasileira. Sakhtehm, et
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al*’, encontraram uma freqiiéncia de 44% para 4G e 55% para 5G em pessoas caucasianas.

He et al*!

descreveram frequéncia de 44,3% do alelo 4G e 55,7% do alelo 5G em pessoas
asiaticas.”® Narah et al'® encontraram freqiiéncia do alelo 4G de 13% entre nativos
africanos, 54% entre indianos e 58% em caucasianos. Em nosso estudo a freqiéncia dos
genotipos 4G4G e 5G5G foi menor do que a observada nas demais populacdes, ocorrendo
excecao apenas quando a comparacao é feita com a frequéncia do 4G4G entre nativos da
Africa do Sul;: encontramos maior freqiiéncia de 4G4G do que nesse grupo populacional
especifico. Acreditamos que o predominio de heterozig6ticos encontrado em nosso estudo
pode ser justificado pela miscigenacdo de etnias ocorrida historicamente no nordeste do

Brasil.
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Legenda: PLASM = PAI-1 ativado, em ng/mL; 0= Genétipo 5G5G; 1=
genotipo 4G5G; 2= gendtipo 4G4G.
Figura 1: Box plot com medianas, intervalos interquartis e intervalo de confiaca de 95% de

niveis de PAI-1 ativado de acordo com os genétipos do PAI-1 em pessoas vivendo com HIV/AIDS.



58

Tabela 4 — Niveis de PAI-1 plasmatico expresso em medianas de acordo com a presenca

de SM em pessoas vivendo com HIV/AIDS.

SM - SM + o)
N=182 117 (64%) 65 (36%)
PAI-1 (ng/mL) 13,5(10,2-17,1) 13,8(11,0-18,7) 0,487

PAI-1 (ng/mL) em genétipos com 4G 13,4 (10,2-17,2) 14,7 (10,8 - 19,0) 0,347

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

Niveis de PAI-1 expressos como mediana (intervalo interquartil)
() = Comparagéo de medianas de PAI-1 plasmético para 0 mesmo genétipo entre pessoas com e sem SM.

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

N&o encontramos associacdo entre polimorfismo 4G5G do gene da SERPINEL e os
niveis plasmaticos de PAI-1 ativado em pessoas vivendo com HIV/AIDS. Neste estudo,
observamos apenas os valores absolutos dos niveis séricos de PAI-1 ativado plasmético em
cada grupo genotipico. Verificamos discretas elevacdes das medianas e valores maiores
guanto mais 4G se tem no genotipo concordando com os trabalhos iniciais de pesquisa de
associacdo de polimorfismo 4G5G com PAI-1 plasmatico.”**>*% Foram encontrados
menores valores em pessoas com o genétipo 5G5G e valores maiores em pessoas com

gendtipo 4G4G. Este comportamento também foi percebido por outros autores,®%*3+3°

mas
com diferenca estatisticamente significante entre os genétipos e em pessoas nao infectadas
com HIV. Ou seja, nossos resultados parecem seguir a tendéncia do que j& se descreve em
alguns estudos prévios, o que pode sugerir que o tamanho da nossa amostra tenha sido
insuficiente para detectar essa diferenga. Também € possivel que ndo tenhamos encontrado
associacdo do PAI-1 plasmatico com homozigéticos devido ao baixo numero de
homozigotos que obtivemos.

PublicacBes mais recentes sugerem que a sintese do PAI-1 sofre influéncias de diversos

fatores externos,?”3436:37.38

como aqueles relacionados aos habitos de vida. Também ha
evidéncias de que outros polimorfismos além do 4G5G,* ?* no mesmo cromossomo ou até
em outros cromossomos estejam associados & sintese do PAI-1 plasmaético. De Lange®
estudou os polimorfismos C428T e G429A, na regido -844 do cromossomo 7 e, embora ndo
tenha encontrado associacdo dos mesmos com o polimorfismo 4G5G (regido -675), verificou
uma associacdo entre a sintese de PAI-1 a ocorréncia de homologos de polimorfismos na
regido -844, em individuos que migraram para a zona urbana e adquiriram novos habitos de
vida. Assim, apesar de alguns estudos terem demonstrado uma associa¢do dos genétipos

18,26,28,34,39
\

contendo 4G e niveis mais altos de plasminogénio em pessoas sem Hi estes
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achados nos sugerem gue a associagdo dos polimorfismos com o0s niveis de PAI-1 ativado
pode ser complexa, alterando-se ao longo do tempo e pela influencia de outros fatores.
Portanto, o caréater transversal do nosso estudo pode ter sido uma limitacdo do nosso
trabalho. Seria recomendavel a realizacdo de outros longitudinais com dosagens repetidas
ao longo do tempo, bem como com observacéo de outros fatores que poderiam influenciar
essa modulagéo.

Ha evidéncias de que outras varidveis, como proteina C reativa ultrasensivel,
Interleucinas®, pré-calcitonina, ativador tissular do plasminogénio e uroquinase tipo
plasminogénio®, estejam também associadas com a sintese de PAI-1 plasmatico, mas o
estudo das mesmas estavam além dos objetivos do nosso trabalho.

N&o ha consenso quanto aos valores normais de PAI-1 ativado. A faixa de referencia na
literatura é ampla.®®*#* O valor do PAI-1 ativado encontrado em nosso estudo se aproximou
ao descrito em espanhdis vivendo com HIV, com imunossupressao grave e co-infectados
por herpes virus ou citomegalovirus (14,6 ng/mL * 3,7 ng/mL).* * Outros autores
constataram niveis mais elevados de PAI-1 ativado do que os nossos. Na Itélia, estudo
realizado com PLWHA usando ARV, os valores encontrados para niveis de PAI-1 foram
muito elevados quando comparados a todos os demais publicados: 60,9% apresentaram
niveis de PAI-1 maiores que 112 ng/mL.*®* Chama a atencdo o fato de nossa populacg&o,
composta por pessoas atendidas em ambulatério, a maioria com CD4>350/mm?® e usuéria
de ARV, ter valores de PAI-1 ativado semelhantes aos de pessoas com doenca avancada e
CD4<350/mm?.

A TARV tem aumentado significativamente a sobrevida das pessoas vivendo com
HIV/AIDS. mas também tem sido associada ao aparecimento de alteracbes metabdlicas
nesses individuos, como o desenvolvimento de lipodistrofia e de SM.**?” ** A influencia de
medicamentos na expressdo de PAI-1 ja havia sido reportada por Yki-Jaarvinen et al em
2003* e depois foi afirmada por Wang et al, em 2008°. O primeiro, quando estudou
lipodistrofia (LD) em grupo de pessoas vivendo com HIV/AIDS verificou que a Rosiglitazone
promovia reducdo, ndo apenas dos niveis séricos de PAI-1, como de RNAmM de PAI-1 e dos
depdsitos de gordura hepética. E o segundo, quando verificou reducéo significativa (o <0,05)
da expressédo de PAI-1 no grupo de pessoas em uso de Sinvastatin. Ambas as observacfes

sdo concordantes com a percepcéo de Hadigan et al*

(2001) que descreveu a reducao da
expressao e da concentracdo de ativador de plasminogénio tecidual (tPA), demonstrando
regulacdo por agentes externos a fisiologia humana. Por sua vez, Kristoffersen et al** ndo
perceberam influencia da TARV nos niveis de PAI-1, mesmo ap0s 14 meses de uso.
AlteracBes de concentragdo s6 foram percebidas nos marcadores de disfuncdo endotelial:

sICAM-1, E-Selectim e PCRus. Nao esta claro, portanto, a influencia dos ARV no niveis de
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PAI-1. O estudo do efeito de medicamentos sobre os niveis de PAI-1 ndo foi objeto deste
trabalho.

Em resumo, na populacdo estudada ndo foi encontrada associa¢do entre genoétipos do
polimorfismo 4G5G do gene da SERPINE1 e niveis plasmaticos de PAI-1. Também n&o
verificamos associacao do polimorfismo 4G5G e dos niveis de PAI-1 com SM. Nao obstante,
podemos supor que a populacéo estudada, tanto apresenta distribuicdo genotipica particular
como comportamento distinto e que, talvez, a expressao fenotipica sofra influencia de outros
fatores alheios a infec¢éao por HIV e medicamentos.

Para elucidar essas questfes recomendamos novos estudos que incluem o polimorfismo
do PAI-1 e outros fatores, possivelmente envolvidos com a expresséo do PAI-1: marcadores
de inflamacéo e outros polimorfismos Proxy. Estudos tipo coorte prospectiva, considerando

esquemas de TARV, com observacgéo de estagios antes e apés a introducao da terapia.
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6.2. ARTIGO 2 -

Associacao do Polimorfismo naregido -675 do gene SERPINE1
(PAI-1) e dos niveis de PAI-1 ativado com fatores de risco
cardiovascular em pessoas vivendo com HIV/AIDS em

Pernambuco-Brasil.

Apc’)s a introducdo da terapia antirretroviral combinada (TARV), houve aumento da

expectativa de vida das pessoas com HIV e consequente exposi¢do prolongada as drogas
antirretrovirais.® Por outro lado, a TARV ainda ndo erradica o HIV e as pessoas infectadas
com HIV estdo expostas cronicamente a citocinas inflamatorias, relacionadas tanto a
infeccdo, quanto a resposta & TARV.? Essas alteracdes, acrescidas ao envelhecimento das
pessoas, tém se refletido em uma mudancga significativa do perfil epidemiol6gico dessa
populacdo. Observa-se reducdo da mortalidade devido a causas relacionadas a AIDS e
aumento da mortalidade devido a eventos néo relacionados & AIDS®. Dentre as doencas no
relacionadas a AIDS, as doencas cardiovasculares (DCV) se destacam pela sua alta
frequiéncia.’

Uma forma comumente utilizada para estimar risco de eventos cardiovasculares é a
utilizacdo de equacdes que combinam varios fatores de risco e fornecem uma estimativa
gquantitativa de risco para DCV em um determinado periodo de tempo. O escore de
Framingham é uma dessas equacdes, amplamente utilizado na populacdo geral®’, e mais
recentemente em pessoas infectadas com HIV.®’

A patogenia dos eventos cardiovasculares nessa populacdo é complexa, uma vez que
envolve fatores inflamatérios relacionados a infeccdo, que se mantém mesmo com o
controle da infeccdo apés introducdo da TARV.? HA a participacdo dos fatores de risco
tradicionais, relacionados ao envelhecimento e as complicacdbes metabdlicas
desencadeadas pela TARV.®° Este status inflamatério parece favorecer a disfuncéo
endotelial, distirbios da coagulacgéo e fibrindlise, que sé@o as primeiras alteracbes da doenca

aterosclerética.*®
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Dentre as citocinas endoteliais, PAI-1 é o principal fator inibidor da fibrindlise™ e
disfuncbes associadas a essa citocina tém sido associadas & doenca cardiovascular.’? Os
niveis plasmaticos do PAI-1 podem sofrer influéncia de fatores como idade, sexo,
obesidade, tabagismo, etnia e polimorfismos genéticos.™® O polimorfismo mais estudado é o
4G5G, que € a insercdo ou exclusdo de nucleotideo na regido promotora do gene da
SERPINE1L. Ha relatos de que a presenca do alelo 4G implique em niveis mais elevados de
PAI-1* e possivelmente estejam associados & DCV. Essas associacdes sdo mais
estudadas em pessoas sem HIV.**'® Em pessoas vivendo com HIV/AIDS, alguns autores
encontraram niveis mais elevados de PAI-1 nessa populacdo do que os hiveis encontrados
em pessoas sem HIV.***" H4 discordancia quanto a associacdo de niveis elevados de PAI-1
e fatores de risco para DCV."®'® Pouco se sabe sobre a participacédo 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 niveis
plasméticos do PAI-1 ativados estdo associados com maior risco estimado para eventos
cardiovasculares elevados, e com 0s componentes usados para estimar risco pelo escore

de Framingham.

METODOS

Populacéo e Desenho do Estudo

Utilizamos uma estratégia de caso controle para verificar a associa¢do do polimorfismo e
dos niveis plasmaticos 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 servicos de
referéncia para HIV do estado de Pernambuco, Brasil.

Foram incluidas pessoas vivendo com HIV/AIDS, com 18 anos ou mais, atendidas
ambulatorialmente entre 2007 e 2012. Foram excluidas as pessoas que apresentaram

doenca relacionada a AIDS nos trés meses anteriores as entrevistas.

Devido a escassez de estudos envolvendo pessoas vivendo com HIV/AIDS que
determinassem a frequéncia do polimorfismo na regido -675 promotora PAI-1 e sua
associacdo com niveis de PAI-1 ativado, bem como com risco para DCV, nesta pesquisa
foram utilizados como referéncia estudos em populacdo soronegativa para o HIV para

determinar o tamanho da amostra.

A amostra do estudo de prevaléncia do polimorfismo foi estimada tomando como base o

trabalho de Martinez-Calatrava®, no qual a frequiéncia do polimorfismo 4G/4G foi de 37%.
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Tendo em vista um nivel de confianca 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

Ap0s assinatura de consentimento livre e esclarecido, os participantes responderam a um
guestionario padronizado e tiveram pressao arterial e medidas antropométricas aferidas por
uma equipe treinada. Informacdes sobre TARV, doencas relacionadas ao HIV e valores de

CD4 foram obtidas nos prontuarios médicos e transcritas em formulérios especificos.

Dosagens séricas, plasmaticas e pesquisa de Polimorfismos

Amostras de soro, plasma e sangue total foram coletadas, nos dias 0 e 30 apds admissao
do paciente ao estudo. Soro e sangue total foram armazenados a -20°C e plasma a -80°C
até o momento da andlise. As coletas foram feitas sempre entre 8 e 11h da manha. O
plasma serviu a determinagéo de PAI-1, o soro foi empregado para dosagens de colesterol
total (CHOL), colesterol lipoproteina de alta densidade (HDL), Glicemia (GJ), triglicerideos
(TG). O sangue total foi utilizado para a quantificacdo de CD4 e obtencdo de DNA para
determinag&o do polimorfismo.

A gquantificacdo de CD4 foi executada em equipamento FACS Calibur three color flow
cytometer (Becton Dickinson); as dosagens bioquimicas, com amostras coletadas apés
jejum de 12h, foram analisadas por método enzimatico em equipamento Cobas Mira
(Roche), todos submetidos a gestédo da qualidade, com variacdo aceitavel de 5% da média
dos controles. O valor do LDL foi calculado de acordo com a equacéo de Friedewald™.

Para dosagem de plasminogénio plasmatico foi usado o kit KHC3071 (Human Invitrogen
Corporation). Para determinacdo dos polimorfismos, o DNA foi extraido com kit MINI SPIN
PLUS (BIOPUR), com emprego de Proteinase K. Depois cada extrato foi submetido a
dosagem de DNA por uL em equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Cientific), com aceitacdo
de extratos contendo no minimo 3 ng/uL. Os extratos foram armazenados em microplaca
livre de DNAses e RNAses e congeladas a -20°C até execucdo da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), no Centro de Genomas da UNIFESP-SP/ Brasil, com protocolo descrito
por Bonyadi e cols’® e seqiienciamento génico de 10% das amostras amplificadas para
confirmacdo dos achados na PCR. A deteccdo dos polimorfismos na regido -675 4G5G
promotora do PAI-1 foi feita usando como controle o prime 5'-
AAGCTTTTACCATGGTAACCCCTGGT-3, como prime comum 0 5'-
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TGCAGCCAGCCACGTGATTGTCTAG-3 (256-pb) e alelo especificas 5G e 4G,
respectivamente, 5-AGAGTCTGGACACGTGGGGG-3' e 5- AGAGTCTGGACACGTGGGG-
3’ (138-pb, cada).

Definicdo de termos

VARIAVEL DEPENDENTE

Risco estimado para doencas cardiovasculares (RDCV)

Para estimar o risco para doencas cardiovasculares, foi empregado o escore de
Framingham (Anexo C). Nesse modelo, calcula-se a chance, em percentual, de um
individuo apresentar um evento cardiovascular no periodo de dez anos. As pessoas sdo
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 Unica categoria.

Outros fatores de risco cardiovasculares
Além do risco para DCV estimado pelo escore de Framingham, os seguintes fatores de
risco para doenca cardiovascular foram analisados separadamente:
e Co-morbidades clinicas: hipertensado (HAS), diabetes mellitus (DM), excesso de peso e
dislipidemia;
e Laboratoriais: TG, LDL, TG, HDL, razdo TG/HDL, Colesterol ndo HDL.

Hipertensao foi definida como a pressao arterial sistolica (PAS) >130 mmHg ou pressao
arterial diastdlica (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 individuos foram classificados
de acordo com o indice de massa corporal (IMC) em: abaixo do peso (<18,5kg/m?), com
peso normal (18,5 a 24,9kg/m?), e excesso de peso (>25kg/m?), com agrupamento das
pessoas com sobrepeso (25 a 29,9kg/m?) e obesidade (>30kg/m? em uma Unica categoria.
Definiu-se hipercolesterolemia quando CT >200mg/dL ou uso de hipolipemiantes, LDL
elevado se >130mg/dL. “Colesterol ndo 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 razdo TG/HDL foi utilizada como marcador de risco cardiovascular relacionado

a um perfil lipidico desfavoravel, sendo considerada alterada quando maior ou igual a 3,8.
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Dislipidemia foi julgada presente se pelo menos um dos seguintes pardmetros estivessem

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

VARIAVEIS DE EXPOSICAO

O polimorfismo na regido -675 promotora do inibidor do ativador do plasminogénio
1 (PAI-1) é decorrente da substituicdo ou auséncia de uma guanina no loci -675 do gen
promotor do PAI-1. O gendtipo selvagem é o 5G5G; a heterozigose para o polimorfismo é
definida pela substituicdo de uma base em um Unico alelo, caracterizando o genoétipo 4G5G;
a homozigose para o polimorfismo é definida pela substituicdo da base nos dois alelos
caracterizando o genétipo 4G4G. Em nosso estudo, os genétipos 4G4G e 4G5G foram
agrupados em uma Unica categoria.

Devido a falta de padronizacdo de valores de referéncia amplamente aceitos, o
plasminogénio foi analisado como varidvel continua. Também foi analisado
categoricamente, agrupado em quartis, de acordo com a distribuicdo encontrada na

amostra.

VARIAVEIS CONSIDERADAS PARA AJUSTE DO MODELO FINAL:
As seguintes variaveis foram consideradas para ajustes do modelo multivariado:
biolégicas (sexo e idade), habitos de vida (tabagismo), relacionadas ao HIV (valor de CD4,

tempo de diagndstico do HIV) e relacionadas a TARV (uso de ARV, tempo de uso de ARV).

Tabagismo foi categorizado como “uso atual” e “uso passado” ou “nhdo uso”. Para CD4
foram considerados dois pontos de corte: <350 células/mm?® e <200 células/mm?®. Tempo de
diagnostico do HIV foi referido pelo participante e confirmado no prontuario médico. As
informagdes sobre a TARV foram retiradas do prontuario médico. Foi considerado “uso de
TARV” se na data da entrevista o individuo estivesse em uso de antirretrovirais. Tempo de
TARYV foi avaliado como variavel continua, de acordo com a data do inicio da TARV obtida

no prontuario médico.

Plano de tabulacéo e analise dos dados

Para a descricdo da populacao calculamos distribuicdo de frequéncias, médias com seus
respectivos desvios padrdes. Para comparacao de médias foi empregado o teste t student.
A associacdo do polimorfismo do PAI-1 ativado com risco para DCV e demais fatores de

risco cardiovasculares foi testada por teste x> de Pearson. A medida de associacdo de
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variaveis paramétricas foi estimada pelo Odds ratio com seus respectivos intervalos de
confianga.

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 andlise estatistica foi feita usando o programa Stata 12.0. Para todas as

comparacgdes, um valor de p < 0,05 foi considerado significante.

RESULTADOS

De 2074 participantes da Cohort AIDS-PE elegiveis para esse estudo, foram sorteados
185. Destes, 23 ndo tinham todas as informagdes para quantificagéo do risco para DCV pelo
escore de Framingham e foram excluidos, totalizando 162 participantes.

A Tabela 1 mostra as médias e freqiiéncias das variaveis estudadas na populacéo geral e
na populacdo 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
hipertensdo, proximo da metade tinha excesso de peso e 80% apresentava dislipidemia.
Quanto a infeccdo, a maioria estava usando ARV e 60% tinha CD4 >350 células/cm®. As
médias de tempo de diagndstico do HIV e de uso de ARV foram maiores do que quatro
anos.

A frequéncia do polimorfismo 4G5G do PAI-1 encontrada nesse estudo esta exposta na
Tabela 2.

A média do PAI-1 ativado foi de 14,4ng/mL (+5,5ng/mL). Os niveis mais altos foram
encontrados nas pessoas com polimorfismo 4G4G e risco para DCV elevado. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre os niveis de PAI-1 ativado das pessoas quanto
ao risco para DCV nas diferentes categorias de polimorfismo, como mostra a Tabela 2.

N&o encontramos associacdo entre a presenca do polimorfismo 4G4G/4G5G com risco
para DCV elevado, nem em analise univariada (OR=0,7; 1C95%=0,1 a 3,6; p=0,7), nem apos
ajuste por sexo e idade (Tabela 3).

Quando avaliamos a associacdo do polimorfismo 4G5G do PAI-1 com fatores de risco
tradicionais para DCV encontramos maior frequéncia de pessoas com CT elevado, assim
como com colesterol ndo HDL entre aqueles com genétipo 5G5G (Tabela 3). Néao

encontramos associagao do polimorfismo com as demais variaveis estudadas.
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Dados da populacao

estudada Todos RDCV baixo RDCV alto o)
Tamanho da amostra (N) 162 145 17
Variaveis Bioldgicas
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
Variaveis antropométricas
IMC (kg/m?)* 24,7 +5,3 245+5,3 26,7+4,7 0,09
Circunferéncia abdominal ¢ * 85,9+ 11,6 85,6 +11,6 89,1+124 0,4
Circunferéncia 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
Habitos de vida
Fumantes — N (%) 26 (16,1) 21 (14,5) 5(29,4) 0,11
Variaveis 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 £ 13,5 452 +139 38,9+57 0,16
Colesterol HDL (mg/dL), & * 42,3+34 43,8 +13,7 34,9+8,7 0,07
Triglicerideos (mg/dL)* 178 £ 131,1 167,1 + 127 271,6 £ 132 0,002
Glicose sérica (mg/dL)* 92,7+ 24,7 91,7+224 101,5+ 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+51 < 0,001
Variaveis 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)* 46+42 4,4+39 6,2+5,8 0,09
Variaveis relacionadas a
TARV
Tempo de TARV (anos)* 4,2 +£3,3 4,1+32 52+37 0,23
Uso de TARV — N (%) 122 (75,3) 109 (75,2) 13 (76,5) 0,9
Variaveis clinicas
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+ 5,3 146+7,1 0,9

*média e desvio padrao
CNDHL = Colesterol ndo HDL

RDCV = Risco para doenca cardiovascular
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Tabela 2 - FreqUéncia do polimorfismo 4G5G do PAI-1 e niveis plasmaticos de PAI-1

ativado em pessoas vivendo com HIV/AIDS de acordo com o0 risco para doencas

cardiovasculares (RDCV) estimado pelo escore de Framingham.

RDCYV baixo RDCV alto P Total da
populacéo
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 - Associacdo do polimorfismo 4G5G do PAI-1 com risco para doencas

cardiovasculares (RDCV), hipertensdo, diabetes mellitus, tabagismo, Colesterol ndo HDL

(CNHDL) e razéo triglicerideo/HDL em pessoas vivendo com HIV/AIDS.

Polimorfismo CASOS CONTROLES OR(1C95%) p
RDCV alto RDCV baixo
5G5G — N (%) 2 (11,8) 13 (9) 1,0 0.7+
4GAG/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 05
4GAG/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
4GAG/AG5G— N (%) 8 (100) 139 (90,3) -
CT alto CT normal
5G5G— N (%) 9 (16,4) 6 (5,6) 1,0 0.02*
4GAG/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 06
4GAG/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*
4GAG/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
4GAG/4G5G— N (%) 67 (93,1) 80 (88,9) 1,7 (0,5 - 5,4)
0,4

* valor de p para o teste do qui-quadrado; ** valor de p para Odds Ratio (OR) ajustado para

sexo, idade e tabagismo; 1C95%: intervalo de confianca 95%. RDCV: risco de doenca

cardiovascular estimado pelo escore de Framingham; HAS: hipertensdo arterial sistémica;

DM: diabetes mellitus; HDL.: lipoproteina de alta densidade; CNHDL: Colesterol ndo HDL;

TG: triglicerideo.
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Os niveis de PAI-1 ativado foram mais altos entre as pessoas com CT acima de 130 mg/dL
e CT ndo HDL acima de 160 mg/dL (Tabela 3). Nao houve diferenca das médias do PAI-1

ativado entre os demais fatores de risco analisados (Tabela 4).

Tabela 4 - Associacédo de PAI-1 ativado com risco para doencas cardiovasculares (RDCV),
hipertensdo, diabetes mellitus, tabagismo, Colesterol ndo HDL (CNHDL) e raz&o

trigliceideos/C-HDL em pessoas vivendo com HIV/AIDS.

§ CASOS CONTROLES
RDCV alto RDCV baixo i
. 14,6 (10,9-182) 14,4 (13,5 — 15,3) 0,9
HAS (+) HAS ()
. 141(127- 155) 14,6 (13,5 — 15,7) 0,6
| DM () DM ()
PAI-lativado | 14,4 (11,3 17,6) 14,4 (13,5 — 15,3) 0,9
Média em ng/mL CT alto CT normal
(1C95%) . 156(138-17,3) 13,8 (12,9 — 14,7) 0,06
C-HDL alto C-HDL normal
. 149(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
" TGIC-HDL alto TG/C-HDL normal
14,5 (13,2 — 15,8) 14,4 (13,2 - 15, 5) 0,9

DISCUSSAO

Esse estudo teve como objetivo principal avaliar a associagédo do polimorfismo do gene
SERPINE1 e dos niveis plasmaticos de PAI-1 com risco cardiovascular estimado e com
fatores de risco tradicionais em pessoas infectadas com HIV. Nado encontramos associacoes
com risco para DCV estimado. Dentre os fatores de risco tradicionais para DCV,
hipercolesterolemia foi associada a niveis mais elevados de PAI-1 ativado, e com gendtipo
5G5G do polimorfismo da regido 675 do gene do PAI-1.

O uso de biomarcadores endoteliais protrombéticos para estimar de eventos
cardiovasculares ainda é controverso em pessoas infectadas com HIV. Esse estudo nao

encontrou associagdo entre niveis plasmaticos do PAI-1 ativado e risco cardiovascular
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estimado pelo escore de Framinghan. Da mesma forma, alguns autores ndo encontraram
associacdo de niveis de PAI-1 com doenca aterosclerdtica subclinica® ou eventos
cardiovasculares maiores? 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 miocardico (IAM), os niveis plasméticos de PAI-1 estavam elevados nos 12 meses
anteriores ao desenvolvimento do desfecho, quando comparados com pessoas que nao
tiveram IAM?,

Também néo houve associacdo 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-12 e nenhum avaliou a associacdo desse
polimorfismo com DCV. Em pessoas sem HIV, ainda ndo esta claro qual a participacdo do
polimorfismo do PAI-1 no surgimento de eventos cardiovasculares. A maioria dos estudos
evidencia que o polimorfismo dessa regido esta associado com 0s niveis plasmaticos do
PAI-1,%*?®* mas os resultados sdo mais conflitantes em relacdo a associacdo com eventos

|26

cardiovasculares. FOX, et al”°> ndo encontraram associacdo entre polimorfismo 4G5G do

PAI-1 e espessamento de média intimal de car6tidas em 1778 pessoas participantes da

coorte Framingham offspring. No Brasil, Lima et al*®

identificaram associacdo do
polimorfismo 4G5G do PAI-1 e doenca aterosclerdtica grave, com maior frequéncia do
genodtipo 4G4G em pessoas com aterosclerose grave de corondrias, identificada por
angiografia. Em metandlise realizada em populacdo chinesa nao infectada pelo virus HIV, foi
encontrada associag8o do polimorfismo 4G5G com risco para DCV?’. Em nosso estudo, a
maioria dos participantes possuia pelo menos um alelo 4G. A baixa frequéncia de
homozigose 5G5G foi inesperada, uma vez que a literatura descreve variagoes entre 20% e
50%, em populaces de diferentes etnias.?® Além disso, ndo houve diferenca dos niveis
plasmaticos de PAI-1 entre os diferentes genoétipos do polimorfismo. Essa pode ser parte da
justificativa para os achados encontrados.

E importante ressaltar que esse estudo ndo avaliou evento cardiovascular maior ou
doenca aterosclerotica sub-clinica e sim o risco estimado para tais eventos em 10 anos de
acordo com escore de Framingham. Guzman-Fulgencio et al também ndo encontraram
associagao de niveis 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
proximas aos valores que encontramos, mais baixos do que os descritos por Lima et al'® em
estudo que encontrou associagdo com evento cardiovascular como desfecho (>35 ng/mL em
todos os grupos).

Dentre os fatores de risco tradicionais para doenca cardiovascular avaliados nesse
estudo, apenas a hipercolesterolemia esteve associada com niveis 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
metabdlico desfavoravel. Estudos deste tipo envolvendo pessoas vivendo com HIV/AIDS
sdo raros. Em pessoas ndo infectados pelo HIV, os estudos sobre associacdo entre
polimorfismo 4G5G e RDCV mostram resultados conflitantes® e em pessoas com HIV ainda
sdo escassos. Foi encontrada uma associacdo entre o polimorfismo 4G e

1°° e colaboradores no

hipercolesterolemia, mas ndo com hipertrigliceridemia. J& Kim et a
encontraram associacdo entre o polimorfismo e dislipidemia. Esses mesmos autores
evidenciaram chance maior de HAS em pessoas com 0 alelo 4G do polimorfismo, com OR
de 1,6 para genétipo 4G5G e 1,7 para 0 gendtipo 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. NOs ndo encontramos associacdo do polimorfismo com
hipertensdo. Recentemente, em uma metandlise sobre polimorfismos envolvidos na
fibrindlise, foi descrito que outros polimorfismos proximos a regido do 4G5G no cromossomo
7922.1, além de polimorfismos em outros genes que ndo 0os do cromossomo 7 e suas
variantes polimorficas, estdo envolvidos na associagdo entre valores de PAI-1 e fatores de
risco cardiovasculares.**

Uma das limitacbes desse estudo foi ter avaliado o risco estimado de doenca
cardiovascular em pessoas infectadas com HIV através de uma equacgdo que ndo leva em
consideracao fatores de risco especificamente relacionados ao HIV, principalmente uso de
ARV e o status imunolégico. Isso pode tornar o escore de Framingham inadequado para
essa populagéo. Entretanto, essa tem sido uma ferramenta amplamente utilizada em
diferentes populacdes. Existem equacdes especificas para pessoas infectadas com HIV,
mas que levam em consideragéo a utilizacdo de drogas de pouco uso em nosso meio. Em
estudo recente realizado na populacdo brasileira, incluindo pessoas da “AIDS-PE Cohort”,
ndo foi encontrado associacdo de fatores relacionados ao HIV com escore de risco
cardiovascular estimado alto.*® Além disso, ja4 foi demonstrado que o risco para DCV
estimado pelo escore de Framingham acima de 10% em 10 anos estd associado com
aterosclerose subclinica avaliada por espessamento de média intimal de carétidas em
estudo realizado com pessoas da “AIDS-PE Cohort”, sugerindo que o escore de
Framingham pode ser um bom preditor de DCV nessa populacg&o.®

Outra limitacdo que deve ser levada em consideracéo foi o pequeno nimero de pessoas
com o gendtipo 5G5G. Esse foi um achado inesperado e pode ter diminuido o poder do
estudo em encontrar associacdes estudadas.

Em conclusdo, ndo encontramos associacdo do polimorfismo 4G5G do PAI-1 e niveis
plasmaticos de PAI-1 com risco cardiovascular estimado por escore de Framingham em
pessoas infectadas com HIV. Entretanto, encontramos associacdo de hipercolesterolemia

com niveis plasmaticos mais altos de PAI-1 conforme o esperado. A alta freqiiéncia de
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9,32,33 e a bem

dislipidemia em pessoas com HIV encontrada neste e em outros estudos
documentada associacdo de hipercolesterolemia e doenca cardiovascular em pessoas
sem*® e com HIV,* atenta para a utilizacdo desse pardmetro como um importante marcador
na predi¢do de risco cardiovascular nessa populacdo. Também encontramos associa¢do da
hipercoelesterolemia com o genétipo 5G5G, diferentemente do que esperdvamos.

A identificacdo de biomarcadores associados a risco aumentado de morbidade em
populacdes especificas pode ser muito Util, mas até que possam ser empregados na prética
clinica é preciso que os resultados de diversos estudos sejam convergentes. Baseado nesse
estudo, o PAI-1 e o polimorfismo 4G5G do PAI-1 ndo sdo bons biomarcadores para
identificar pessoas infectadas com alto risco cardiovascular. Estudos prospectivos e com
maior tamanho de amostra sdo necessarios para avaliacdo da real participacao do PAI-1 e
os polimorfismos associados no aumento da incidéncia de doencas cardiovasculares em

pessoas infectadas com HIV.
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9 CONCLUSOES

A analise dos dados do presente estudo nos permite concluir que:

» A freqiéncia do polimorfismo na populacédo estudada é predominantemente
heterozigética (86,8%).

» Os niveis de PAI-1 no plasma sao relativamente baixos (14,4 + 5,5 ng/mL)
guando comparados aqueles obtidos na maioria dos estudos em pessoas nao
infectadas com HIV e em pessoas vivendo com o HIV.

= Na amostra analisada ndo ha associacdo entre polimorfismo 4G5G com
niveis de plasminogénio, embora exista uma discreta diferenca entre niveis
encontrados nas pessoas 5G5G e nas pessoas com genétipos 4G5G e 4G4G

- com alelo 4G, mas sem significancia estatistica.

= Nao ha diferenca de niveis de PAI-1 plasmaticos entre gendtipos contendo
um alelo 4G e dois alelos, 0 que sugere que a alteragdo SNP em um ou dois
locus ndo esteja implicada na elevacdo do PAI-1 plasmatico.

» N&o foi encontrada associacdo do polimorfismo 4G5G, nem dos niveis de
PAI-1 com SM, quando ajustada pelo sexo, idade, IMC, tempo de TARV,

tempo de HIV e pelo tabagismo.

» N&o foi encontrada associacdo entre polimorfismo 4G5G com variaveis
definidoras de SM e com varidveis CT, LDL, dislipidemia, CD4 e CV.

= Nesse estudo, néo foi observada associacdo do polimorfismo 4G5G do PAI-1
nem dos niveis plasmaticos de PAI-1 com RCV>10% pelo escore de

Framingham, mas houve associa¢ao de RDCV alto com hipercolesterolemia.
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10 CONSIDERACOES FINAIS E RECOMENDACOES

ApOs avaliacéo dos resultados deste estudo podemos sugerir 0s seguintes:

= Recomendamos que este estudo deva ser expandido com N maior e com
inclusdo de outras varidveis como marcadores de inflamacéo, elementos da
cadeia de coagulacdo e varidveis de habito de vida, além de outros

polimorfismos.

= Recomendamos a execucdo de estudo prospectivo que possam avaliar a
associacao entre polimorfismo 4G5G e os niveis de PAI-1 plasmatico e o

desenvolvimento de sindrome metabdlica e, ou eventos cardiovasculares.

» Recomendamos que seja verificada associacdo do PAI-1 plasmatico em
comparacao com colesterol ndo HDL, por niveis de corte baixo, normal,
moderado e alto, ajustado por sexo e outras variaveis neste estudo nao
analisadas como habito de vida uso de drogas viciantes, pratica de exercicio
e por tipo de ARV.

= Sugerimos que outros instrumentos de avaliacdo de risco sejam empregados
para comparacdo com achados obtidos quando empregamos o Escore de

Framingham para Risco Cardiovascular em 10 anos.

. Sugerimos testar influencia da TARV na expressao fenotipica do gen

promotor do PAI-1, variante rs1799762 por estudo prospectivo.

= Sugere-se realizacdo de estudo caso-controle com pareamento de pessoas
por gendtipos, IMC, tabagismo, niveis séricos médios de GJ, TG, CT e C-HDL
para comparacdo de medianas de PAI-1 plasmatico e verificacdo de

diferencas na expressao.
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Apéndice A — Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Eu, , (responsavel pelo
paciente: ), permito a admisséo do
mesmo no estudo “Investigacdo prospectiva sobre lipodistrofia e alteracdes
metabodlicas (sindrome metabdlica e perda de massa 6ssea) como efeito adverso da
terapia anti-retroviral em adultos, adolescentes e criangcas com HIV/aids no Estado de
Pernambuco com avaliagdo néo invasiva de dano vascular e estudo do polimorfismo
genético associado a resisténcia a insulina”, a ser realizado no Hospital Universitario
Oswaldo Cruz, Hospital Correia Picanco e Hospital das Clinicas coordenado pelo Prof. Dr.
Demacrito de Barros Miranda Filho.

Em consequéncia, permito realizar alguns exames laboratoriais e de imagem (radioldgicos)
necessarios ao estudo.

Antes de minha participagdo um profissional envolvido no trabalho me informou que esse
estudo € uma investigacdo sobre sindrome metabdlica, lipodistrofia e alteragbes Osseas
como efeito adverso da terapia anti-retroviral em adultos, adolescentes e criangas com
HIV/Aids.

Autorizo a equipe a fazer algumas perguntas e responderei ao questionario sobre o tema
(alteragbes na aparéncia fisica relacionadas ao aumento ou diminui¢gdo de gordura no corpo
consequente ao tratamento anti-retroviral) e sobre alguns habitos e comportamentos. A
participacdo no estudo implica em coleta de sangue com agulha e tubo de coleta com
material descartavel, perfurando-se a pele até alcancar a veia do brago. Este procedimento
pode causar um leve desconforto, como dor no local da puncéo, 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 tentara sempre que
possivel encaixar tais exames nas coletas para exames de rotina a fim de evitar
desconforto. Poderdo ser realizados, conjuntamente, exames radiol6gicos como radiografia
e densitometria 6ssea e durante as consultas medicas serdo feitas mensuracfes
antropométricas (serdo tomadas medidas de algumas partes do seu corpo). Estes exames
envolvem baixo risco de problemas na sua realizagdo, embora possam causar pequeno
desconforto para algumas pessoas. Vocé tera acesso a todos os resultados dos exames
que serdo entregues pelo seu medico, por ocasido das consultas, sendo feitos os
esclarecimentos em relagédo aos achados.

Permito a guarda de qualquer material coletado para exame laboratorial com o objetivo
futuro de pesquisa médica ou educacional. Autorizo ainda a utilizacdo das informacdes
médicas obtidas de minha pessoa em reunides, congressos e publicacdes cientificas sem
gque meu nome apareca ou que haja possibilidades de ser identificado.

Finalmente, estou ciente que caso eu deseje mais esclarecimentos ou caso eu tenha

qualquer davida sobre a pesquisa, a equipe de pesquisadores me respondera a qualquer
davida pelos telefones 81 2101 1333 ou 9976 4712 nos horarios das 8:00 as 16:00 horas.
Caso eu ndo queira participar ou se quiser desistir em qualquer momento, isso nao vai
implicar em nenhum prejuizo de qualquer natureza para minha pessoa ou de meus
familiares. Eu concordo em participar deste estudo, assinando esse termo em duas vias,
ficando uma cdpia comigo.

Recife, de de 20__.

Assinatura do paciente ou responsavel Demdacrito de Barros Miranda Filho
Coordenador da Pesquisa

Primeira Testemunha Segunda Testemunha



Apéndice B — Questionario da Pesquisa

ACOMPANHAMENTO DE COORTE DE PACIENTES COM HIV / AIDS EM TRES
SERVICOS DE SAUDE DO RECIFE

INFORMACOES INICIAIS
Nome do Hospital Nome do entrevistador Horario de inicio e fim da entrevista
Inicio: Fim:
I- IDENTIFICACAO
1 - Numero do prontusirio 1 -Nome 3 - Data da Entrevista | 4- Sexo
LI T[] /
5 - Nimero de identificacio na pesquisal 6 - Data de Nascimento 7-Idade § - Nr. do Same
HEEEEE [ IR En
9-Nome da Mie
10 - Raca (cor da pele auto veferida) 11 - Estado Civil 12 - Com quem vocé reside 13 - Vocé tem companheiro (a) fixo(a) ?
1 Branca 1 Solteiro (a} I Sozinho 1-Sm
2 Preta 2 Casado (a) 2 Com familia 2 - Nio
3 Amarela ]:l 3 Separade (a) |:| 3 Com companheiro (a} I:l ]:l
4 Parda 4 Vit 4 Em abrigo { casa de apoio )
3 Indigena 3 Diverciade FNama

11 - PROCEDENCIA

14 - Qual a cidade que vocé mora 15 - Endereco: Rua

16 - Nr. 17 - Apto 13 -Bl

19 - Bairro 20 - Estado 21-Cep

22-Tel: 23-Cel: 24 - Tel. Vizinho / Orelhio

15-Dé um ponto de referéncia para chegar na sua casa:

I CONDICAO SOCIO-ECONOMICA DO CHEFE DA FAMILIA

26 - Voceé é o chefe/responsavel pela familia | 27 - O chefe da familia sabe ler € escrever | 28 - Qual foi a ultima série que o chefe da familia estudon e
passou de ano?

1 — Sim (val para questio 34) 1 - 5im 1.1 a9 Série
2. Nio 2-Nio )10 a 12 Série

& — Nio sabe mformar .13 a 19 Séne

[FEN]

29 _Na semana passada, o chefe da familia trabalhou em alguma atividade em que receben dinheiro ?

1-Sm

rat- e IR R S I N P I N A A R R

30 - Qual a ocupagio do chefe da familia ? | 31 - O Chefe da familia possui outro tipe de | 32 - O chefe da familia receben no més passado algum desses
rendimento 7 rendimentos abaixo
1 — Auxilio deenca

1-Sim 2 sentadoria por invalidez
2 —Niio (se sim va para questio 33)... 3 — Aposentadoria por tempo de servigo
8 — Nio sabe mformar 4 -Loas

35— Aluguel 6

— Outros

7—Nio

8 - Nao sabe informar

33 - Quanto de dinheiro o chefe da familia recebeu no més passado ?

o || [ |




IV CONDICAO SOCIO-ECONOMICA INDIVIDUO

34 - Voce sabe ler e escrever

1—Sim
2. Nio

[ ]

35 - Qual foi a ultima série que vocé estudon e

passou de ano 7

36 - Na semana passada, vocé trabalhou em alguma

atividade em que receben dinheiro ?

37-Qual é a sua ocupacio 7

1.1a9 Série
38 - Vocé possui outro tipo de rendimento ?

1-5m
2 = Nao (se sim va para questio 40)

1-Sm
2 - Nio

39 — Vocé receben no més passado algum desses
rendimentos abaizo ?

1 — Auxilio doenca

2 — Apesentadona per mvahidez

3 — Aposentadoria por tempo de servico

8 —INdo sabe informar —Loas
5 — Aluguel
6 —Outros
7-Nio
40 - Quanto de dinheiro o vocé recebeu no mes passado 7
1 I 1 1 L1 |
V HABITOS DE VIDA
( habitos / dieta)
Vocé se alimenta com algum dos alimentos abaixo todos os dias?
41 - Leite 42 - Quantos copos de leite o vocé toma por dia? | 43 - Togurte
(01 cope de 250ml = 300mg de caleio)
1—Sim 1 - Umcopo 1-Sm

2 - Nio (val para questio 43)

]

2 —Dois copos
3 — Trés copos

]

-

2 —Nio (val para questio 44)

]

43.1 - Quantas porcies de fogurte o vocé toma por) 44 - Coalhada

dia? 200 ml que equivale 2 300mgz de cdleia)
1 — Una porgée

2 — Duas porgdes

3 — Trés on mais porcoes

_

1-5m
2 — Néo (val para questdo 45)

[ ]

44.1 - Quantas porcées de coalhada o senhor toma por
dia? (200 ml que equivale 2 300mg de caleia) (1 pote)
1 — Uma porgde

45 - Queijo

1 - Sim
2 - Nio (vai para questio 46)

[ ]

equivalente a 300mg de caleiz)
1 — Umna porgio
2 — Duas porgdes

[ ]

451 - Quantas porcies de queijo o vocé come
por dia? (01 porgdo de queijo = 30g (fatia grossa)

2 — Duas porcdes

3 — Trés ou mias porgbes l:|
46 - Verduras 47 - Frutas

1-5im 1-5im

2-Nao 2-Nio

( habitos / atividade fisica )

Pense em todas as atividades fisicas vigorosas (pessada) que vocé realizon nos dltimos 7 dias. Atividades fisicas vigorosas sie atividades que exigem esforco
fisico intenso e faz vocé respirar muito mais intensamente que o normal. Pense apenas naquelas atividades que vocé realizou por pelo menos dez minutos de

cada vez.

48 - Durante os iltimos 7 dias, em quantos dias vocé realizon atividades fisicas vigorosas
tais como levantar objetos pesados, cavar, fazer gindstica ou andar de bicicleta em

velocidade 7

dias por semana

[ ]

nenhuma atividade fisica vigorosa (va para a questio 50)

49 - Quanto tempo vocé passava fazendo atividades fisicas
vigorosas num desses dias ?

horas por dia

minntos por dia

nio seimio tenho certeza

Pense em todas as atividades fisicas moderadas que vocé realizou nos dltimos 7 dias. Atividades fisicas moderadas sio atividades que exigem esforco fisico

moderado e fazem vocé respirar um pouco mais intensamente que o normal. Pense apenas

de cada vez.

nagquelas atividades que vocé realizon por pelo menos dez minutos

20 - Durante os ultimos 7 dias, em quantes dias vocé realizou atividades fisicas moderadas
tais como andar de bicicleta em velocidade normal, carregar pesos leves, jogar ténis em

dupla? Nio inclua caminhada.

dias por semana

[ ]

nég realizel nenlwima atividade fisica mederada (va para a questio 52)

51 - Quanto tempo vocé costumava passar fazendo atividades
fisicas moderadas num desses dias ?

horas por dia

mimitos por dia

nao 21’ ndo tenho certeza
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minutos de wma vez 7

]

Pense no tempo que vocé passou caminhando nos ultimos 7 dias. Isto inclui no trabalho e em casa, caminhande para se deslocar de um lugar para outro e
ualguer outra caminhada que pudesse ter feito somente por brincadeira, esporte, exercicio ou lazer.

51 - Durante os iltimos 7 dias, em quantos dias vocé caminhou durante pelo menos 10

dias por semana

ndo caminhel (va para a questio 54)

53 - Quanto tempo vocé costumava passar caminhando mum desses

dias ?

heras por dia

numutos por dia

Wio sei/ndo tenho certeza

ou deitado vendo televisio.

A altima pergunta € sobre o tempo que vocé passou sentade em dias de semana nos iltimos 7 dias, Inclua tempo passado no trabalho, em casa, realizando
tarefas relacionadas a um curso e durante o tempo de lazer. Isso pode incluir o tempo passado sentado a uma escrivaninha, visitando amigos, lendo ou sentado

24 - Durante os ultimos 7 dias, quanto tempo vocé passou sentado num dia de semana 7

|:| Nzo ser'ndo tenho certeza

( hahit

! ingestio de bebida alcodlica )

copo de vinho ou uma dose de destilade

£5 - Na sua vida inteira, vocé ji tomou pelo menos 8
drinks (Por drink, eu querc dizer meia cerveja, um

whisky, etc.) de qualguer tipo de bebida alcodlica)?

(pinga, | contendo alcool ?

1 - Sim
2 — Nio (vai para questdo 62)

1-5m
2 —Néo (vai para questao 61)

56 - Ja houve algum periodo na sua vida em que
em um ane vocé tomou pelo menos 8§ drinks

[ ]

27 - Durante os iltimos 30 dias, vocé bebeu pelo
menos uma dose de alguma bebida alcodlica?

[ ]

1-Smm
1 —Nao (va1 para questao 62)

- Todos os dias 5-2
- Quase todos o3 dias

.-} a4 dias por semana
- 1 a2 dias por semana

e bt

28 - Durante os ultimos 3 meses, com que freqiiéncia vocé geralmente tomon
cerveja, vinho, pinga ou qualquer outro tipe de bebida alcodlica?

a 3 dias por més
6 - Uma vez por més
7- Menos de wma vez por més

[ ]

50 - Nos dias em que vocé bebeu nos altimos 3 meses quantos drinks vocé
geralmente tomon num unice dia? Por drink, en quero dizer: meia cerveja, um
copo de vinho ou wma dose de destilado (pinga, whisky, etc.).

9 —Nio se aplica

[ ]

60 - Vocé esta atualmente em tratamento
com o aleool ?

1 - Sim

2-Nio

para um problema

[ ]

1 - Abstémio

2 - Bebedor leve (para homens, o produte da questio 58 pela 39 menor gue
21 e para mulheres menor de 14)

3 - Bebedor pesado (para homens, o produte da questdo 58 pela 59, maior ou
1gual a 21 e para nmlheres maior ou igual a 147

4 - Dependente do ilcocl (Caso tenha respondido sim, na questio §0).

61 - A classificacio quanto ao uso de bebida alcoclica (preenchido pelos coordenadores):

[ 1]

( habitos / tabagismo )

as

62 - Vocé fuma cigarroes atualmente 7
1 - Sim

2 — MNumea fumei (vai para questio

.
3 — Fumou mas parou (val para

questéio 64

4 - Nio informado

63 - Quantos cigarros vocé fuma ?
1-1a10 cigamros (até meio mago) por dia

2 -11 a 20 cigarros (meie a ummage) por dia
3 —mais de 20 cigarros (mais de ummago)

4 —de um a dez cigarros por semana

3 -nio sl

[ ]

64 - Com que idade comecoun a fumar?

anos

nio sabe mformar

65 - Ha quanto tempo parou de fumar ?

66 - Até agora, quantos cigarros
vocé acha que fumou durante a
sua vida inteira?

67 - Vocé usa outros derivados do
tabaco 7

68 - Qual dos abaixo listados?

1 - Nunca usei

2 - Fumei alguma vez na
vida

3 - Nao fumel no altime ano

4 - Fumei no ilime ane

[ ]

1 - Nuneca ussi

2 - Usei alguma vez na vida
3 - Niio usei no altimo ano
4 - Usei no dltime ane

[ ]

1 - Nunca usei (pipet)

2 - Usei alguma vez na vida
3 - Nio usel no ltimo ano
4 - Usei no ultime ane

1. Meses |:| 1-enfre 1 e 100 ‘:| 1-5m |:| 1 — cachimbo |:|

cigarres (até 3 magos) 2 - Nio (pula a questdo 2 — chamto

2 - mais de 100 69) 3 - fumo de rolo
2. Anos cigarros (mais de 3 11 N mascado
3. Nio sabe informar magos) 3 - Usou mas parou 4 - cigarro de palha
4. Munea parou 3 -ndo sel 3 —cagarrilha

6 - rapé
(_hdbitos uso de drogas ilicitas )

60 - Vocé ja experimentou?
69.1 - MACONHA 69.2 - COCAINA 69.3 - CRACK 69.4 - COLA

1 - Nuneca usei

2 - Usei alguma vez na
vida

3 - Nao usel no ltime ano

4 - Usei no iltimo ane

L] []
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VI-INFECCAO PELO HIV/aids

70 - Ha quanto tempo o vocé
ficon sabendo que esti com

71 - Vocé esti apresentando algum destes problemas ?

HIV/aids ?

711 - Diarréia por 30 dias | 71.2 - Caspa na face e couro | 713 - Sapinho na boca ou| 714 - Ginglios (lindrias) em
1. Dias ou mais? cabeludo e/on problemas de | cindida ? pelo menos dois locais do
J' Meses pele ? corpo ha mais de um més o
3. Anos

2-Nio 2 -Nao 2-Nio 2-Nio

72 - Vocé toma algum remédio 73 - Esse € o primeiro esquema do 74 - De duas semanas para ¢a vocé [ 75 - Se sim, quantos comprimidos vocé
(coquetel) para tratar o HIV/aids? | coquetel que vocé usa? deixou de tomar algum dos | deixou de tomar?
comprimidos  (remédios)  do
coquetel?
e (I [fE O] I
2 — Wio (vad para quessio 105) 2—Nio 2—Nio

& — Nio zabe mformar
0—Nio e aplica

& — Nio sabe informar (vai
para questio 105)

8 — Nao sabe informar
9 — N&o 22 aplica

76 - Voce ja parou o tratamento por

77 - Vocé perceben alguma mudanca na

78 - Vocé acha que os seu bracos estio

sua conta alguma vez? aparéncia do seu corpo apés o inicio do | afinando?
tratamento para o HIV?
1-Sim I:l 1 — Sim (préximas ) I:l 1—Sim
2-Nao 2 —MNio (vai para questio 105) 2 —Nap (va1 para questio 51}

8 —Nio sabe mformar (vai para
guestdo 105)

79 - Ha quanto tempo?

1-Dias I:]
2 —Meses
3-Anes

[T

80 - O quanto esta mudanca é percebida?

1- Apenas en percebo, quando me olho atentamente

2 -Eu percebo a nmdanca e meu médico durante o exame também perceben
3 -Eu percebo a nmdanca & meu marido(esposa), filho(a), mée também

4 - Eu percebo a nmdanga e tedes gue me conhecem percebem esta mudanca

81 - Vocé acha que as suas
pernas estio afinando?

1- 5im

2 — N0 (vai para questie 34)

81 - Ha quanto tempo?

1-Dias I:l
2 — Meses
3 -Anos

il

83 -0 quanto esta mudanca é percebida

1- Apenas en percebo, quando me olho atentamente

2 - Eu percebo a nmdanca & meu médico durante ¢ exame tamb€m perceben

3 -Eu percebo a nmdanca e meu maride(esposa), filho(a), mée também
perceberam

4 - Eu percebo a nmdanca e tedos gue me conhecem percebem esta mudanca

84 - Vocé acha que as veias dos
sen bracos estiio mais salientes?
1- Sm

2 — N&o (vai para questic 87)

85 - Ha quanto tempao?

1 —Dias I:l
2 —Meses
3-Anes

1]

86 - O quanto esta mudanca é percebida

1- Apenas en percebo, quando me olho atentamente

2-Eu percebo a nmdanca e meu médico durante o exame tamb€m percebeu

3-En percebo a nmdanga 2 meu maride(esposa), filho(a), mée também
perceberam

4 - Eu percebo a nmdanca e tedes gue me conhecem percebem esta mudanca

87 - Vocé acha que as veias das
suas pernas estio mais salientes?
1-Sim

2 — NE0 fvai pasa questio 00)

8 — Néo sabe informar

(vad para gzstia 90)

88 - Ha quanto tempo?

1 —Diaz
2 —Meszez
3-Anps

[ 1]

89 - O quante esta mudanca € percebida

1- Apenas en percebo, quando me olho atentamente

2 - En percebo a nmdanca e meu médico durante o exame também perceben

3 -En percebo a nmdanca e meu maride(esposa), filho(a), mée também
perceberam

4 - En percebo a nmdanga e tedes gue me conhecem percebem esta mmdanca

90 - Vocé acha que o seu rosto
ficou mais magro
1- 5im

2 — Nao fra pama questio 03) I:l

91 - Ha quanto tempo?

1-Dias l:l
2 —Meszes
3-Anps

L[]

92 - O quanto esta mudanca é percebida

1- Apenas en percebo, quando me olho atentamente

2 - Eu percebo a nmdanca & meu médico durante ¢ exame tamb€m perceben

3 -Eu percebo a nmdanca e meu maride{esposa), filho(a), mae também
perceberam

4 - En percebo a nmdanca e todos que me conhecem percebem esta mndanca

O ooy op O

93 - Vocé acha que suas nidegas
estio diminuindo?
1- 5m

2 — N0 frai pam questiio 96) |:|

94 - Ha quanto tempao?

1 —Dias
2 —Meses
3-Anes

[ 1]
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95 - O quanto esta mudanca é percebida

1- Apenas en percebo, quando me olho atentamente

2 - En percebo a nmdanca & meu médico durante o exame também perceben
3 - Eu percebo a nmdanca e meu mande(esposa), filho(a), mae também

perceberam

4 - Eu percebo a nmdanca e todos gue me conhecem percebem esta mudanca

96 - Vocé acha o tamanho da sua
barriga (cintura) aumentou

1- Sim

2 — N30 (v para quesiio 00) |
& — Nio sabe informar
{vai pam questio 9%)

97 - Ha quanto tempo?

1-Dnas
2 —Meses
3-Anos

98 - O quanto esta mudanca é percebida

1- Apenas en percebo, quando me olho atentamente

2-Eu percebo a nmdanca & meu médico durante o exame também perceben
3 - Eu percebo a nmdanca e meu mande(esposa), filho(a), mae também

perceberam

4 -Eu percebo a nmdanca e todos gue me conhecem percebem esta mudanca

99 - Vocé acha que seu pescoce
esti mais grosso
1- Sim

2 — Nio (vipara questis 101) I:|

100 - Ha quanto tempo?

1 —Dhas
2 —Meses
3-Anos

[ L]

101 - O quanto esta mudanca é percebida

1- Apenas en percebo, quando me olho atentamente

2 - En percebo a nmdanca & meu médico durante o exame também perceben
3 - Eu percebo a nmdanca e meu mande(esposa), filho(a), mae também

perceberam

4 - Eu percebo a nmdanca e tedos gue me conhecem percebem esta mudanca

[ ]

102 - Vocé acha que suas mamas
aumentaram de tamanho
1- Sim

2 — NE0 (v para questio

105)

103 - Ha quanto tempo?

1-Dnas
2 —Meses
3-Anos

L[]

104 - O quanto esta mudanca é percebida
1- Apenas en percebo, quando me olho atentamente

2 - Eu percebo a nmdanca e meu médico durante o exame também perceben
3 -Eu percebo a nmdanca e meu marido(esposa), filho(a), mée também perceberam
4 - En percebo a nmdanca e tedes gue me conhecem percebem esta mudanca

[ ]

VII - SINTOMAS / TUBE

RCULOSE

10% - Vocé estd tendo tosse?

tossindo?
1—Sim 1-Dias
2 — Nio (vai para questic 108) I:l 2 — Semanas
& — Nio sabe informar 3 —Meses

& — Nio se aplica

106 - Ha quanto tempo vocé esta

& —Nio sabe mformar
9 —Nio se aplica

107 - Su

1-Sim
2-Nio

[ ]
1|

8 — Nio sabe informar
9 —Nio se aplica

a tosse tem catarro? 108 - Seu catarro tem sangue?
1-Sim
2-Nio

8 — Néo sabe informar
9 —Nio se aplica

[ ]

109 - Vocé esta tendo febre?
tendo febre?

1—Sim 1-Dias
2 — Nio (vad para quesiio 111) 2 — Semanas
& — Nio sabe informar 3 —Meses

% —Nio se aplica

110 - Ha quanto tempo Vocé esta

8 —Nio sabe mformar
9 —Nio se aplica

roupas?
1-5im
2-Nao

[]

111 - Vocé sua enquanto esta
dormindo a ponto de molhar suas

8 — Nio sabe informar
9 —Nio se aplica

]

112 - Vocé esta perdendo peso?

1-Sm
2 _ Mo (vpam questie 115)

8 — Nio sabe informar
9 — Nio se aplica

113 - Ha quanto tempo Vocé estd perdendo peso?

]
L[]

1- Dias

2 — Semanas
3—Meses

& — Nio sabe informar
0 — Nio se aplica

114 - Quantos quilos Vocé perden?

1-5m

| ke

8 — Nio sabe informar
9 — Nio se aplica

9 —Nao se aplica

2 —Nio (vai para questdo 117)
8 —Nio sabe mformar

115 - Viocé esta sentindo falta de ar?

[ ]

116 - Hi quanto tempo Vocé estd sentindo falta de

]
L[]

ar?
1- Dias

2 — Semanas
3—Meses

& — Nio sabe informar
0 — Nio se aplica

117 - Vocé esta sentindo fraqueza?

1-5im

2 —Nao (val para gquestdo 119)
8 — Nio sabe informar

9 —Nio se aplica

1-Dias
2 — Semanas
3 —Meses

[ ]

0 —Nio se aplica

8 — Nao sabe informar

118 - Hi quanto tempo Vocé estd sentindo fraqueza?

]
L]
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VIII - SINTOMAS / DOR TORACICA

119 - Vioce algumas vezes sente dor ou

desconforto no peito ?

1 - Sim

2 — Nio (vai para questdo 121)

121 - Quande voecé caminha em velocidade
normal em um lugar plano, isto provoca dor ?
1- 5im

2 - Nio

3 - Incapaz

1

122 - Quando vocé caminha numa subida on
quandeo anda com pressa, isso provoea a dor?

1- Sim

120 - Onde vocé sente esta dor ou
desconforto ?

Seu lado
direito

Por favor marque um X nos lugares apropriados
Aponte os locais apropriados

Vi
R N

L ~

2\

Seu lado
esquerdo

s

2-Nio

3 - Incapaz

123 - Quando vocé sente alguma dor ou
desconforto no peito ao caminhar o que vocé
faz?

1 -Paro

2 - Diminuoe o ritmo

3 - Confinuo no mesmo rime
% - Nio e aplica

1 —Sim
2-Nio

% - Nfo se aplica

124 - A dor ou desconforto no peito desaparece
se vocé ficar parado 7

125 - Quanto tempo leva para sumir ou desaparecer a
dor ?

1 - 10 mmutos ou menocs
2 —Mais de 10 minutos
0. Nio se aplica

126 - Vocé tem dor ou desconforto na(s) perna(s)| 127 — Essa dor alguma vez comeca qunado vocé
estd em pé parado ou sentado 7

quando anda 7

1 - Sm
2 - Nio (vai para questiol32)
3 —Eu sou incapaz de andar

1 —Sim
2-Nio

[ ]

131 — Onde vocé sente essa dor on desconforto 7
Marque comum “X o(s) lugar{es) no diagrama abaixo.

_

Costas

128 — Vocé tem essa dor ao subir uma ladeira

ou quando anda rapide ?

1—Sim

2 Nio 21— Nio

129 — Vocé tem essa dor quande anda no seu
ritmo normal, no plane 7

1 - 5im

1300 que acontece com a dor guando vocé para?
1 — Gerahmente continma per mais gue 10 mimutos

2 — Geralmente desaparecem em 10 minutos ou menos

Il

IX - ANTECEDENTES PESSOAIS

132 - Vocé conhece alguém com tuberculose
o

1—Sim
2 — &0 (vai para quastio 135)
2 — Nio sabe informar

1. Dias
. Meszes
. Anes

133 - Quando esta pessoa esteve doente 7

3
8. Nio sabe informar
9. Nio se aplica

i

134 - Vocé e a pessoa com tuberculose dormiam na mesma
o
casa 7

1-Sim

2—Nie

8 — Nio sabe informar
9 — Nio se aplica

[ ]

13% - Vocé ja realizoun teste para tuberculose 136 - Se sim, vocé sabe informar o resultado ?

no braco (teste de Mantoux) ?
1 - 5im 1- Positivo
2 — Wio (vai para quastio 137) I:l 2 —Negativo

& — Nio sabe informar

8 — Néo sabe informar

[ ]

137 - O sen médico alguma vez passou remédio para
PREVENIR a tuberculose 7

1-5im

2 — Niio (val para questio 139)

8 — Niio sabe informar (vai para questio 130)

138 - Vocé tomou o remédio durante todo of 139 - Vocé ji se TRATOU para tuberculosg
alguma vez na sua vida ?

tempo gue o médico disse para tomar ?

1 - 5im 1-5im

2-Nio 2 —Nao (val para questio 14I)
8 —Nio sabe informar (vai para

& — Nio sabe informar

0 — Nio se aplica questio 142)

[ ]

[ ]

140 - Hi quanto tempo vocé teve a doenca 7

1. Daas

2. Meses

3. Anos

8. Nio sabe informar
9. Wi se aplica

[ ]
]
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141 - Vocé tomou os remeédios para tratar a

142 - Vocé foi informado por profissional de

143} - Ha quanto tempo vocé soube que tem diabetes

tuberculose durante o periodo que o médicg saide que tem diabete mellitus (acticar no mellitus ?

disse para o sr (a) tomar ? sangue) ?

1-Sim I:l 1-Sim 1 Dias I:]
2-Nio 2—Nio (i para quessio 147} 2. Meses

& — Nio sabe mformar 8 — Nio sabe informar ( vai pam guestio 3 Anos

4 —Nio se aplica 147)

& Nio sabe informar
0. Nio se aplica

]

144 - Vocé soube que tem diabetes antes dg 145
saber que estava com HIV/aids 7
1 — Sim (val para questio §7)

2 - Nao

- Vocé soube que tem diabetes apds o
tratamento para HIV/aids?
1-5m

1 -Nio

3 —N#o se trata para HIV/aids

[ ]

146 - Vocé faz uso de alguma medicacio para diabetes?

1 - Sim
2 - Nio
& — Mio sabe informar

[ ]

147 - Voceé esta tomando alguns destes remédios?

1—Sim
2-Nio
& — Nio sabe informar

147.1 - Insulina

147.2 - Metformina
1-5m

2 - Nio

8 — Nao sabe mformar

]

147.3 — Atenolol
1-Sim

2-Nio

8 — Nio sabe mformar

[ ]

1474 - Propranolol

1-3m
2-Nio

1—Sim
2-Nio
& — Nio sabe informar

[ ]

147.5 - Hidroclorotiazida

& —Nio sabe mformar

1-5m
2 - Nio
8 — Nao sabe informar

[ ]

147.6 - Estatina (Pravastatina;
atorvastatina; sinvastatina)

147.7 - Ainticonvulsivante nos ultimos
30 dias (Fenobarhital / Hidantal /
Carbanazepina / Acido Valproico)

1-5im
8§ —Nio zabe informar |:|

[ ]

148 - Vocé faz uso de comprimido ou xarope de

polivitaminicos diariamente?

1 - 5im
2-Nio

149 - Voceé faz reposicio de Cileio (carbonato de cileio) diariamente?

1-Sm
2-Nio
8 — N#o sabe informar

2-Nio

150 - Vocé tomou algumas dessas medicacées nos dltimos 6 meses?

150.1 — Hormdnio feminino ou anticoncepciona
(pilula ou injetivel) ou reposicio hormonal ?

]

1—Sim
2-Nio
& — Nio sabe informar

150.1 - Anabolizante — testosterona
(Decadurabolin®) ou oxandrolona

1-5m
2 - Nio
8 — Nao sabe informar

[ ]

1503 - Corticdide — também conhecido como:
prednisona, dexametasona, cortisel, Diprospam®
Meticorten® por mais de 20 dias continuos noes
tltimos seis meses?

= .
2-Nio

8 — Nio sabe informar

151 - No ultimo amo wvocé tomou algumsal
medicacio para osteoporose por mais de 15 dias?
(Alendronato, risedronato, ibandronato?)

1 - Sim

2-Nio

2 — Nio sabe informar I:]

152 - Nos ultimos seis meses o voce sofren
alguma fratura (quebrou algum osso do corpo)?

[ ]

1-5m

2 — Néo (vai para questio 154)
8 — Néo sabe informar (vai para
questdio 154)

153 - Como acontecen essa fratura?

1- gueda da propria almra;

2 - . rauma (acidente de carro, moto,
bicicleta, atropelamento, queda de
altura);

3 - nenhum trauma ou pancada

[ ]

154 - Voce soube por algum profissional de saide que tem alguma dessas doencas?

154.1 - Ciincer ou linfoma
1—Sim

2-Nio

& — Nio sabe informar

]

154.2 - Doenca crénica do figado ou cirrose
1-5im

1 -Nio

8 —Nio sabe informar

154.3 - Sindrome de Cushing
1-5im

2-Nio

& —Nio sabe informar

[ ]

154.4 - Lipodistrofia familiar oun hereditaria
1 - 5im

2-Nio

& — Nio sabe informar

1-Sim
2—Nio
& —Nio sabe informar

[ ]

154.5 - Vocé tem insuficiéncia renal cronica

]

155 - Vocé foi informadoe por algum profissiona

de saide que tem pressio alta?

1 - Sim

2 — Nio (vai para questio 159)

& — Nao sabe mformar (val para I:l
questdo 159)

156 - Vocé soube que tinha pressio alta antes de

saber que estava com HIV/aids?

1-Sim

2-Nio

8 — Niio sabe informar l:l

9 — Nio 2 aplica

157 - Vocé soube que tem pressio alta depois do
tratamento para o HIV/aids?

1-Sim

2 - Nio

8 — Niéo sabe mformar I:l
9 —Nio se aplica
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158 - Vocé faz uso de alguma medicacio para
pressio alta?

1 - Sim
2-Nio
3 —Ja fez mas parou

159 - Vocé foi informado por profissional de saide
que tem gordura (colesterol ou trigliceridens)
aumentada no sangue?
1-Sim

2 —Nio (vai para questiio 165)
8 — Nio sabe mformar (vai para
guestdo 165)

160 - Qual o tipo de gordura vocé foi informado(a)
que esti aumentada?

1 - Colesterol

2 —Triglicerideos

3 — Colesterol e Triglicerideos
2 —Nio sabe informar

161 - Vocé soube que tem gordura aumentada no
sangue antes do diagndstico do HIV/aids?

1 - 5im
[ ]

162 - Vocé soube que tem gordura aumentada no
sangue apds o tratamento para HIV/aids?

1 - 5im
[ ]

& —Nio sabe informar

163 - Vocé faz uso de alguma medicacio para baixar
o colesterol no sangue?
1-5Sim

2 - Nio

8 — Nio sabe informar

i

2 - Nio

8 — Nio sabe informar

164 - Vocé faz uso de alguma medicacio para
baixar o triglicerides no sangue?

1 - Sm

2 - Nio

8 — Nio sabe informar

2 - Nio
165 - Vocé ja teve infarto do coracio ?

1 - 5im

2 —Nio (vai para questio 169)
8 —Nio sabe informar (vai para
guestdo 169)

166 - Se sim, hi quanto tempo vocé teve infarto do
coragcio 7

1 —Dias

2 —Meses

3—Anos

& —Nio sabe informar
0 —Nio se aplica

i

167 - Vocé teve infarto do coracio antes de saber
que estava com HIV/aids?

1 — Sim (val para a questdo 103)

2-Nio

& — Nio sabe informar

168 - O senhor(a) teve infarto do miscardio apés
o tratamento para HIV/aids?

1-Sim

2—Nio

& — Nio sabe informar

169 - Vocé ja teve angina do peito?

1-5im

2 —Nio (vail para questdio 171)
& —Nio sabe informar (vai para
questdo 171)

170 - Se sim, hi quanto tempo vocé teve angina

do peita?

2— Meses

3- Anos
& — Nio sabe informar
4 —Nio se aplica

171 - Vocé ja fez algmma cirurgia no coracie

(ponte de safena, colocaciio de stent)?
2 —Nio (vai para questiio 175)

& —Nio sabe informar (vai para

guestdo 175)

172 - Vocé fez cirurgia no coracio (ponte de safena,
colocacio de stent) antes do diagndstico do HIV?
1-Sim

2-Nio

& — Nio sabe informar

173 - Vocé fez cirurgia no coracio (ponte de safena, colocacio de

stent apos o tratamento de HIV/aids?
1 - Sim

21— Nio

8 — Nao sabe informar

ponte de safena /angioplastia?

1 - Dias
2 —Meses
3—Anos

& — Nio sabe informar
9 —Néop se aplica

174 - Quanto tempo antes de saber que estava com HIV/aids vocé fez a cirurgia de

[ ]
LT ]

175 - Vocé ja teve derrame cerebral?
1 - Sim

2—Nio (val para questio 179)

& Nio sabe (vai para questio 179)

176 - Se sim, ha quanto tempo o senhor teve
derrame cerebral ?

1—Dias

8 — Nio sabe informar
0 — Nio se aplica

[ ]
T ]

177 - Vocé teve o derrame cerebral antes de saber que
estava com HiV/aids?
1 - Sim
2-Nio
8-

[ ]

Nio sabe mformar

178 - Vocé teve o derrame cerebral apés o

179 — Vocé esteve internadeo nos ultimos 90 dias?

180 - Na sua vida adulta qual foi 0 menor peso que o

tratamento para HiV/aids? senhor teve?
1-Sim 1-Sim I:' ‘ | ‘ Ke
2-Nio 2-Nio H =
& — Nio sabe informar & — Nio zabe informar
QUESTOES ESPECIFICAS PARA AS MULHERES )
181 - Quantas vezes a senhora | 182 - A senhora estd gravida? 183 - A senhora se encomtra na | 184 Hi quanto tempo?
menstruon  (regras) nos dltimos menopausa?
trés meses?
1-Uma 1 -Sim 1—%im 1 —Dias
2-Duas 2 -Nio 2 —Nio (val para questio 2 —Meses
3-Trés 8 —Nio zabe informar 185) 3-Anpe
4 - Nenhuma 2 —Nio sabe informar 8 — Nio sabe informar

L [ |

9 —Il\'ﬁo se aplica

X -ANTECEDENTES FAMILIARES

18% - Seu pai ou mie ou_irmios de sangue tiveram

ou tém?

1851 - Pressio alta?

1 - 5im
N

185.2-

7 s

Diabetes mellitus (acucar no sangue)?

185.3 - Ataque cardiaco (infarto/ principio de infarto / angina)?

P

é— Wio sabe informar

8 — Nao sabe informar

PaFE

§ — Nio sabe informar
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186 - Quem teve o ataque cardiaco?

186.1 - Miie e tinha menos de 60 anos:

L]

1—Sim
2-Nio

186.2 - Irmii e tinha menos de 60

anos:
1-Sim 1-5Sm
2-Nio I:l 2—-Néo

186.3 - Pai e tinha menos de 60 anos:

186.4 - Irmiio e tinha menos de 60

anos:
1- Sim

187 - Seus pais ou irmios de sangue morreram de repente com doenca do

coracio? (em menos de 01 horas)
1—Sim

2-Nio

& — Nio sabe informar

[ ]

1-Sm
2

—Néo

188 - Seus pais ou irmios de sangue tiveram ou tém osteoporose?

[ ]

8 —Nio sabe mformar

XI- DADOS ANTROPOMETRICOS

189 - Peso:

190 - Altura:

o | [ [ ]

|cm | |

191 - IMC:

192 - Circunferéncia abdominal::

193 - Quadril:

om | | |

194 - Circunferéncia braguial

|cm | | |I| |

195 - Prega cutinea tricipital:

196 - Pressio Arterial Inicial

197 - Pressiio Arterial final:

| cm |

s ]

I Y N
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Apéndice C — Formulério da Pesquisa

ACOMPANHAMENTO DE COORTE DE PACIENTES COM HIV / AIDS EM TRES
SERVICOS DE SAUDE DO RECIFE - FICHA DE COLETA DE DADOS

INFORMACOES INICIAIS

Nome do Hospital

Nome do Coletador

I- IDENTIFICACAQ

1 - Numero do proutuario

2 _Nome

3 - Numero de identificacio na pesquisa

4 - Data de Nascimento

/ /

2 -Idade

6 - Data da Coleta

I

7 - Data da Entrevista 8 - Sexo

/ /

9 - Nome da Mie

11 - DADOS DA INFECCAO PELO HIV / AIDS

1. Sim
2. Ndo (Siga para a questio 13)

10 - Existe registro de doenca (s) oportunista (s)?

I:l 1.Sim
2. Nio

11 - Se sim, a doen¢a oportunista ocorren nos ultimos trés meses que antecederam
a entrevista?

8. Semregistro I:l
9. Nio se aplica

Oz pacientes que tiversm o registro de doenca opormimista nos 3 meses gque antecederam a enfrevista estardo temporariamente excluidos das coortes de
doenga cardiovascular e todos os estudos de doenga metabolica. Estes pacientes poderdo ingressar nessas coortes 3 meses apos a alta da doenga oportumista.

12 - Qual ou quais das doencas oportunistas listadas abaixoe, estio registradas no prontuario?

12.1 Critério CDC adaptado
Cancer cervical invasivo

Candidose (esofago, traquéia,
bréngquie, pulméa)

Citomegalovirose (exceto figado, bao
ou Imfonodos)

Criptococose extra-plameonar

Criptospondiose intestinal crénica = 1 més

Herpes simples mmeo-cutineo = 1 més

Para cada altemmativa assmale: 1. Sim 2. Nao 8. Sem Registro 9. Nao se aplica

Histoplasmose dissemmna

Leucoencefalopatia nmlti
Pprogressiva

hnformas

exceto tuberculose

da

Isosporiase intestimal cromica = 1 més

focal

Linfoma ndo Hodgkm e outros
Linfoma primério de cérebro

Micobacteriose dissenninada

Pnenmenia por Pneumocystis
jiroveci

Reativagdo de doenca da Chagas
(meningoencefalite e/on miocardite)

Salmonelose recorrente néo-
tifoide

Toxoplasmose cerebral

12.2 — Critério Caracas
Sarcoma de Kaposi (10)
Tuberculose disseminada /extra-

pulmonar / nio cavitaria (10)
Candidose oral ou leucoplasia piloso (3)

Tuberculose pulmonar cavitania ou
nao especificada (3)

Herpes zoster em individuo menor ou
igual a 60 anos (3)

Para cada alternativa assinale: 1. Sim 2. Nao 8. Sem Registro 9. Nao se aplica

Difuséio do sistema nervo:

Diarréia igual ou maior &

maio ouigual a 1 més (2)

10% ()

50 central (3}

1 més (2)

Febre mator ou igual a 38C per tempo

Caquexia ou perda de peso maior gue

Astenia maior ou igual a 1 més (2)

Dermatite persistente (2)

Anemia efon hfopenia e/lou
trombocitopenta (2)

Tosse persistente ou qualgquer
pueumenia (exceto mberculose) (2)

Linfadencpatia maior ouignal a 1 cm,
maior ou igual & 2 sitios exa-Inguinals
& por tempo maier ou 1gual a 1 més (2)

13— O paciente tem Aids?

2. Nio
2. Semregistro

]

.CD4 de 2

- Clinico C:

[ e

aracas

- Clinico CDC + Caracas’
. Sem regiswo
9. Mao se aplica

14 — Qual o Critério de definiciio de caso aids?
- Clinica CDC

01 a 350 cel'mm
_CDd = 200 cel'mm

IR

15 - Qual a data do diagnéstico de aids?

L /
8. Sem registro
9. Nag se aplica

L1

/

8. Sem registro
9. MNao se aplica

16 — Qual a data em que o paciente apresentou CD4 abaixe de 350 pela primeira vez?

/ [ ]
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17 - Qual a data do primeiro teste anti-HI'V reagente?

1
8. Sem registro

1. Sim
2. Nao

18. Inicion o tratamento de tuberculose nos altimos quatro meses?

o

[T - DADOS DO TRATAMENTO ANTI-RETROVIRAL

19 - Existe registro de tratamento anti-retroviral?

1. Sim
2. Nao (Siga para questio 22)

1. 2 ITRN+ITENN 3. ITRN+ITENN+IFi1
2 2 ITRN+HIP 6. ITRN+IP/rHF
3. 2ITRN+IPA 7. Ouiras

4. [TENAITENN+IP

10 - Qual a combinacio de classes do esquema atual?

9. Nao se aplica

OES: S aresposta 4 questio 19 for ndo, o paciente estd temporariamente fora da coorte de lipediswefia. Sera incluide nesta coorte apés § meses de micio de

TARV.

11. - Histdrico de anti-retrovirais:

21.a - Historico de drozas anti-retrovirais:

Droga Data Droga Data
Inicio Término Inicio Término
21.b - Historico de esquema anti-retrovirais:
Esquema Data Esquema Data
Inicio Término Inicio Término

Inibidor da Transcriptase Reversa Analogo
de Nucleosideos (ITRN)

. Abacavir - ABC - Ziagen

. Didanesing — ddl - Videx

. Estavudina -D4T - Zenit

. Emmicitabine — FTC - Emtriva

. Lamivudna - 3TC - Epivir

. Tenofovir - TDF - Viread

7. Zaletabima — DDC — Hivid

2. Zidovudma+Lanuvuding AZT+3TC - Biowir
9. Zidovudina AZT — Retrovir

T R

Inibidor da Transcriptase Reversa NaoAnalogo
de Nucleosideos (ITRNN)

10. Efavirenz — EFZ — Stocrm

11. Nevirapima - NVP — Viranmne

Inibidor da Protease (IF)

12. AmprenavirRitonavir — APV - Agenerase
azanavir - ATV — Reyataz

azanavir Ritonavir — ATV/r

13, Danmavir - DEV - Prezista

16. Indinavir - IDV - Crixivan

17. Indinavir/Ritenavir - IDV/T

18. Lopinavir/Ritonavir — LPV/T - Kaletra

19 Nelfinavir - NEV — Viracept

20. Fatonavir — RTV - Norar
21. Saqumavir - SQV - Invirase
22 Saqumavir/Ritonavir — SQWV/T

23. Tipranavir — TPV - Aptivas

Inibidor de Integrase
24. Raltegravir — RAL - Isentress

Inibidor de Fusiio
25 Enfinartida - ENF ou T-20 — Fuzeon

Inibidor de CCRS
26. Maraviroc — MVC - Celsentri
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IV - HISTORICO DE CD4 E CARGA VIRAL

11, Histdrico da contagem de linfdcitos CID4 e Carga viral

Dia/més/ano Linfocitos CD4 Carga Viral Dia/més/ano
(células/mm3) (copiaBNA/mI)

Linfacitos CD4
(células/mma3)

Carga Viral
(capiaRNA/ml)

13, Valor atual do CD4 (dos idltimos 4 meses
1.CD4: cel/mm’ data: A

2. Sem registro

24. Valor do CD4 anterior ao inicio do esquema ARV atual

1.CD4: cel/mm’ data:

8. Semregistro

25, Valor atual da CV (dos iltimos 4 meses)

L[] 1]

8. Sem registro

copiasml  data:

26. Valor da CV anterior ao inicio do esquema ARV atual

N A I

8. Sem registr

copias’ml  data:

=
=]

L) Ly L L
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V- RESULTADOS DE EXAMES LABORATORIAIS

27, Acompanhamento laboratorial g

ral

=

EXAME

Valor

Data

Valor

Data

Valor

Data

Hto

Hb

TGO

TGP

Sadio

Potissio

Cloreto

Bicarbonato

FA

BD

CT

HDL

Triglicerideos

Glicemia de jejum

Lactato

Insulina de jejum

HbAle

PTH
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TSH

Albumina

150H VIT.D

PCR ultrassensivel

Homocisteina
CIX
VI-RESULTADOS DE RX
28. Radiografia de torax Data Resultado
1. Imicial

2. Na enfrada do paciente na coorte de
fratamento da taberculose

3. Apos 2 meses do BN de enmada na
coorte de tratamento da tuberculose

. Normal

. Acometimento pulmonar vmilateral
. Acometimento pulmonar bilateral
. Acometimento pleural unilateral

2. Infiltrado focal

9. Infiloado difuso
10. Infiltrado Mihar
11. Cavidade sinples

13. Brongmectasias

16. Linfonedomegaha
17. Derrame pleural

18. Espessamento pleural

. Acometimento pleural bilateral 12. Multiplas cavidades
. Fibrose pulmonar 13. Nadules
7. Consolidagdo segmentar ou lobar

T A

14. Granulomas (nodulos calaficados)

19. Pnenmotorax
20. Fibrose cicafricial
21. Aumento de area cardiaca

VII - RESULTADOS DE FFD

29, Resultado do PPD
1. Pescuisa 2. Mo pesquusa 8. Sem Registro 9. Nio ze aplica

191-FFD1

101-PFD12

1. 72 horas 2 Sem registro

mm data [ [/ mm data [ /
203-PPD 3 194-PFD 4
L. mm data N mm data /
29.5 - Qual o tempo de leitura do PPD

2. 96 horas 9. Nio se aplica

PPD 1: Para pacientes que estdo enfrandoe na pesquisa ou gue tenham registro documental de resultado de PPD realizado nos iltimos 6 meses.

PPD 2: Para pacientes que j& utihzavam anti-reroviral no micio do estudo e tiveram o PPD 1 néo reator. O PPD 2 dewvera s

realizado apos 1 ano do PPD 1.

PPD 3: Para pacientes que iniciaram anti-retroviral apds a realizacie do PPD 1 e foram nio reateres. O PPD 3 deverd ser realizade apés § meses de iniciada a

terapia ant-retroviral.

PPD 4: Para pacientes que iniciaram anti-retroviral apds a realizacie do PPD 1 e do PPD 2 e foram nio reatores. O PPD 4 deverd ser realizade apds 1 ano de

miciada a terapia anti-retroviral.

30. Foram solicitados exames para investigacio de tuberculose doenca?

1. Sim
2. Nao (Siga para questdo 34)
9. Wio se aplica
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31. Mapa de exames laboratoriais para tuberculose

Exame Espécime Resultado Data Exame Espécime Resultado Data
Baciloscopia f PCE (Roche) f
Baciloscopia PCE (Rosset)

Bariloscopia PCR. (Sangue)}

Baciloscopia PCR. n - house

Culrura micial Histolagico

Cultura apos

faléncia

Codificacio para o espécime:

1 - Escarro espontinee 2 - Escamo induzido 3 - Lavado brencoalveolar 4 - Linfonodo 5 - Pleura 6-LCR

7 - Pericardio 2 - Peritdnic

9 - Qutres

Codificacio para os resultados da baciloscopia, cultura, PCR e histologico:

1 — Positiva 2 —Negativa

3 —Niorealizada

32. Foirealizado teste de

33. Qual o resultado do teste de

34. Fez tomografia?

35. Se sim, qual a regido tomografada?

sensibilidade para as drogas da sensibilidade?

tuberculose?
1. NT (Nio Testado) Para cada resposta registre 1. Sim 2. Nie
2.5 (Sensivel) 9. Nao se aplica
3. R (Resistente)

1. Sim I:l 1. Iscmazida 1. Sim |:| 1. Torax

2. Nio 2. Rifampicina 2. Nao 2. Abdome
3. Prrazmanuda 9. Nao se aplica 3. Cramo
4. Etambutol 4 Coluna
3. Etionamida 5.Ndo se aplica
6. Estreptomicma 6. Outras

36. Qual o resultado da tomografia?

l.Data /|
8. Sem registro
9. Nao se aplica

[ ]

1. Sim

9. Nao se aplica

Data:
2. Nao (Siga para a questio 52)

37. Inicion tratamento para tuberculose?

—

Codificacio para a resultade da Tomografia do térax:

8. Imagem de arvore em brotamento

heterogénea

1. Normal 9 Granulomas {nodules calcificados) 14. Linfonodomegalia mediastmal de densidade

2. Acometimento pulmonar umlateral 10. Conselidacdio segmentar ou lobar com heterogénea

3. Acometimento pulmenar bilateral broncegrama 15, Pneumotérax

4. Acometmento pleural unilateral 11. Brongunisctasias 16. Pnewmomediastino

3. Acometimento pleural bilateral 12. Linfenedomegalia hilar unilateral de 17. Derrame pleural

6. Fibrose pulmonar densidade heterogénea 18. Micronddulos em regido perivascular e parasseptal
7. Fibrose pleural 13. Linfonedoemegalia hilar bilateral de densidade | 19. Infilrado micronodular difuse e aleatério. Nodulos

= { mm e pequenas cavidades
20. Nodules = 6 mm e pequenas cavidades
Ontros:

Codificacio para a tomografia do térax

21. Nadulo hepdtice fnico
22. Nadulos hepaticos
23. Linfonodomezalia

i

25

Espessamento de alga do intestino grosso
26. Nodulos peritoneais

24, Espessamento de alga do intestine delgado

27. Ascite
28. Hepatomegalia
29. Esplenomegalia

Cutros:

37, Inicion tratamento para tuberculose?
1.Sm  Data: E
2. Nao (Siga para a questio 52)
9. Wio se aplica
38. Mapa de drogas para tratar tuberculose

Droga Inicio Interrupcio Substituicio Reinicio Causa Fim
RMP i ! / / ] i { i i
PZA ' ' I I ; ' ; /
EMB | ; I I , | , ;
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M

ETH P

Codificacio cansa de interrupcio/substituicio do tratamento para tuberculose:

1. Abandono 2. Faléncia
6. Mudanga de diagnostico 7. Transferéncia

3. Obito
8. Outro

[

4. Reacdo adversa

. Sindrome de Resposta Inflamatona (reacio paradoxal)

39, Caso o tratamento tenha sido interrompido por reacio adversa,

identifique qual ou quais as reactes:

Para cada resposta registre 1. Sim 2. Néo 9. Nio se aplica

1. Hepatotoxicidade
2. Intolerdncia gasmica

3. Neuropatia periférica

4. Exantema

5. Artralgia

6. Distiirhios hematologicos

7. Outros

1. Sufadiazina

3. Fluconazel

4. Azitromicina

5. Anfotenicing B

6. Ganciclovir

40, Ha registro de utilizacio de wma das drogas abaixe, por ocasiio do
tratamento da tuberculose?
Para cada resposta registre 1. Sim 2. Nio 9. Nio se aplica

2. Sulfametoxazol Trimetoprim

41. Qual a localizagio da tuberculose?

[ ]

1. Pulmonar

2. Exrapulmonar
3. Pulmonar e extrapulmonar
4. Disseminada

42, Qual o regime de acompanhamento do
paciente por ocasiie do inicio deo tratamento

para tuberculose?

1. Regime ambulatorial

2. Regime de intemamento

43. O paciente fez uso de antibioticos para tratar
sintomas respiratorios nos ultimos 15 dias que
antecederam o tratamento para tuberculose?

1. Sim

2. Nao

44. Se sim, o paciente melhoron com este
tratamento (baseade no registre de melhora
pelo médico assistente)?

2. Nie
9. Wio se aplica

45 O paciente fez uso de drogas anti-retrovirais
antes ou durante o tratamento para tuberculose?

[ ]

1. Sim

2 Nio (Siga para a questio 48)

46. Se sim, em que momento do tratamento para
tuberculose foi iniciada TARV?

1. Antes do inicio do tratamento para

tuberculose;

2. Nos primeires 2 meses do tratamento para
mberculose;

3. Nos ultimos 4 meses do tratamento para
mberculose;

47. Quais os resultados do teste da isoniazida na urina? 48. O paciente concliin o tratamento para tuberculose?

Para cada uma das alternativas registre
1. posifiva 2. negativa 3. ndo realizada

1. Primeiro més
2. Segundo més
3. Terceiro més
4. Quarto més
3. Quinto més

6. Sexto més

1. Sim
2. Néo

[ ]

49, Se sim, qual a data de conclusio do tratamento para tuberculose?

1. Sim

2. Néo

50. O paciente apresenton melhora clinica com o tratamento da tuberculose
(baseado no registro de melhora pelo médico assistente)?

[ ]
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51. Desfecho final do tratamento para tuberculose? 52. Foi iniciada guimioprofilaxia para tuberculose?
Desfecho Data

Curz com confirmagéo laboratorial Data: |:|
Cura sem confinmacio laberatorial 1. 5m
Abandone 2. Nao (Siga para a questdo 57)
Obito 9. Nao se aplica
Faléncia
53. Mapa de quimioprofilaxia

Droga Inicio Interrupeio Substituicio Reinicio Causa Fim

wH J ! i I ! i

Codificacio para interrupeio da quimioprofilaxia para tuberculose:
1. Abandono 2. Obito 3. Reacio adversa

4. Mudanga para a coorte de iratamento

5. Transferéncia §. Outro

53.1. Codificacio para reagio adversa
para cada resposta regisire 1. Sim 2. Nao 9. Ndo se aplica

1. Hepatotoxicidade 2. Intolerdneia gastrica
3. Newropatia periférica 4. Exantema

3. Artralgia 6. Dishirbios hematolo gicos

7. Qutras

[ ]

54. O paciente fez uso de drogas anmti-
retrovirais  amtes ou duramte a
quimioprofilaxia para tuberculose?

55, Se sim, em que momento da quimioprofilaxia
para tuberculose foram iniciados os ant-
retrovirais?

56. Quais os resultados do teste da isoninzida na urina?
Para cada uma das altemnativas registre 1. positiva 2.
negativa 3. ndo realizada

1. Sim 1. Primeire més 2. Segundo més
1 Wag (Sig 305 1 5 imioprofilaxi
1 Nao (Siza para questdo 56) t-u.-lbiiﬁc-seqo inicio da quimieprofilaxia para 3. Terceiro més 4. Quarto més
2. Durante a quimicprofilaxia para mberculose; 3. Quinto més 6. Sexto més
VIII - COORTE DISTURBIOS METABOLICOS
Considera-se diagnéstico de sindrome metahadlica quando estiverem presentes trés ou mais dos cinco fatores a seguir:
* Circomferéncia da cintura ( ==102 cm em homens e == 88 cm em nmlheres)
*  Hipertrigliceridenua ( ==130 mg/dl)
* Nivel de colesterol HDL baixo (= 40 mg/dl em homens e = 30 mg/d] em mmlheres)
*  Hipertensdo arterial (pressio sistolica == 130 e/ou pressio diastolica == 835 mmHg e/ou em ratamento farmacoldgice
* Glicena de jejum (== 100mg/dl)
Modelo objetivo clinico laboratorial de defini¢do de lipodistrofia no HIV,
Idade {anos) Tempo de diagnastico de HIV
=40 ‘ ‘ 0 =4 anos ‘ ‘ 0
2 =40 1.139 = 4 anos 1,139
HDL {runel/L) ‘ x-1.593 Anion gap ‘ ‘ x 0.0701
Modelo objetivo de definicio de lipodistrofia no HIV.
LDL {mmolL) Estigio da deenca (CDC)
=3 ‘ ‘ 0 A ‘ ‘ 0
=3 0,623 B 0.181
Sexo C 0.731
Masculino ‘ ‘ 0 Triglicerideos ‘ ‘ x0.204
Fenumino 1,297 RCQ x2.114
Lactato{mmolTL) ‘ ‘ x 0 281 Constante ‘ -5.104

HDL : High dusity hipoprotem: LDL: Low density hpoprotein; RCQ: Eelagio cmtura-quadnl; x: sial matematico de mulaplicacdo; CDC Center of Disease

Control

Execucio e Interpretacio:

Apés a somacio das pontuacdes de cada wma das varidvels e subtragio do valor constante, obtém-se uma pontuacio final. Se esta for mator ou 1gual a zero, €
considerado diagnéstico de lipodistrofia. Valores menores que zero sdo considerados auséncia de lipodistrofia
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Modelo objetivo clinico de definicio de lipodistrofia no HIV.

Idade (anos)

Tempo de diagnastico de HIV

=40 ‘ ‘

=4 anos ‘ ‘ 0

2 =40

1,11

= 4 anos 122

Mudaga do CD4 desde o nadir

0.0129

Estagio da doenca (CDC)

Cintura (cm)

0.0261

L] :

Constante

423

012

Total

B
C 082

57. QUADRO PARA NOTIFICACAO DE FRATURAS

VERTEBRA GRAUL

GRAUD GRAU I

VISITA 1 WVISITA FINAL

VISITA 1 VISITA FINAL VISITA 1 VISITA FINAL

T4

I6

7

T3

9

T10

T11

T12

L1

L3

L4

L3

58, Apresentou fratura em coluna na 1” avaliaciio?

1. Sim Data
2 Nao

2. Sem mformagio
9. Nago se aplica

£9. Qual o grau da fratura?
1. Grau I

2. GranII

3. Grau IIT

&. Sem mformacio

9. Néo se aplica

60. Apresentou fratura em coluna na 2* avaliacio?
1. Sim Data

2. Nao

2. Sem mformacio

9. Nago se aplica

61. Qual o grau da fratura?

[ 1]

1. Gran I

2. Grau Il

3. Grau III

2. Sem mformagio

9. Néo se aplica

62. Apresentou fratura em fémur?

1. Sim Data /
2 Nio
9. Nago se aplica

63. Apresentou fratura em outros locais
5o ]
1 Nio

9. Nio se aplica

Data {
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64, Resultado da densitometria dssea

Data
DMO 1-Data glem® Score T 1-Data glem’ Escore T PMO
Colo do fémur f I ; ]
Trocanter ' . ' ]
Fénmr total . ; ] ;
Llal4 . . ; .
65, Apresentou osteopenia na 1* avaliacio? 66, Apresenton osteopenia na 1” avaliacio? 67. Apresentou osteoporose na 1° avaliacio?
1. Sim 1. Sim 1. 5im
Data ! ! Data Data /! !
2. Nao 1. Nio 2. Nao

9. Nao se aplica

9. Nio se aplica

9. Nao se aplica

1. Sim

68. Apresenton osteoporose na 1" avaliacio?
Data !
2. Ndo

9. Nag se aplica

69, Apresenton perda de massa 6ssea na 1°

avaliacio?

70. Apresentou perda de massa éssea na 2°

avaliacio?
1. 5im
Data !

—

2. Nao
0. Nao se aplica

71. Apresentou dislipidemia na 1" avaliaciio?
1. Sim
Data ! !

2. Nio
9. Nag se aplica

1. Sim

Data
72. Apresenton dislipidemia na 2" avaliaciio?
1. Sim

1. Mo

9. WNio se aplica
Data

R

9. WNio se aplica

73. Apresentou dislipidemia na 3* avaliaciio?
1. 5im
Data /! f

2. Nao
0. Nao se aplica

74, Apresentou sindrome metabdlica na 1°
avaliacio?
1. Sim
Data !
2 Nio

9. Nago se aplica

75, Apresentou sindrome metabalica na 2°

avaliacio?

Diata /
2. Nio
9. Nao se aplica

76. Apresentou sindrome metabalica na 3*

avaliacio?
1. Sim
Data

—

2. Nao
9. Ndo se aplica

77. Onda de pulso na 1* avaliacio?

1. Sim
78. Teve alteracio de onda de pulso na 2*

79, Desenvolveu Diabetes mellitus na 1*

avaliacio? avaliagao?
1. Sim 1. Sim
Data ! Data Data
Valor Fesultade 2. Nio
1. Normal 1. Normal & Sem informagio
2. Alterada 2. Alterada
2. Nao 2. Néo 9. Nao se aplica
9. Nag se aplica 9. Néo se aplica
30, Desenvolveu Diabetes mellitus na 2* 81. Desenvolven Diabetes mellitus na 3* 82. Desenvolven lipodistrofia (LD) na 17
avaliagio? avaliacio? avaliagio?
1. Sim 1. Sim 1. Sim
Data ! Data Data
2 Nio 2. Nio 2. Nio
2. Sem mformacio 8. Sem fonuagio 2. Sem mformagio
9. Nago se aplica 9. Néo se aplica 9. Nao se aplica
83. (Se Sim) Qual a apresentacio clinica da 83.1. Qual o graun de intensidade da 84. Desenvolven lipodistrofia (LD) na 2°
lipodistrofia? lipodistrofia? avaliaciio?
- 1. Sim
L. Lipoatrofia |:| 1. Leve |:| Data
2. Lipohipertrofia 2. Moderado 1. Nao
3. Lipodistrofia Mista 3. Grave 8. Sem mformagio
8. Sem informagio 9. Néo se aplica 9. Nao se aplica

9. Nago se aplica

85, (Se Sim) Qual a apresentacio clinica da

lipodistrofia?

1. Lipoatrofia

2. Lipohipertrofia

3. Lipodistrofia Mista
& Sem mformacio

9. Nag se aplica

85.1. Qual o grau de intensidade da
lipodistrofia?

1. Leve

2. Moderado

3. Grave

9. Néo se aplica

86. Desenvolven lipodistrofia (LD) na 3°
avaliacio?
1. Sim
Data
2. Nao

2. Sem mformagio
9. Nao se aplica
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87. (Se Sim) Quala apresentacio clinica da
lipodistrofia?

1. Lipoatrofia |:|
2. Lipchipertrofia

3. Lipodistrofia Mista

2. Sem informagdo

9. Ndo se aplica

87.1. Qual o grau de intensidade da lipodistrofia?

[ ]

1. Leve

2. Moderade

3. Grave

9. N&o se aplica

88. Apresentou alteragio do C-telopeptideo (CTX) na

1" avaliacio?
Data !

2. Nao

8. Sem mformagio

9. Ndo se aplica

1. Sim
Data !
2. Nis
2. Sem informagdo
0. N&o se aplica

89, Apresentou alteracio do C-telopeptideo {(CTX) na 2° a‘rn]iTﬁn'.'

90. Dosagem da vitamina
1. Normal

2. Alterada
2. Sem mformagio
0. Nio se aplica

D

WValor

IX - COORTE CARDIOVASCULAR

91. ESCORE DE FRAMINGHAM ( Risco
Cardiovascular) na 1" avaliacio?

Data
Pontos

Risco de doenga  arterial
coronariana (DAC) em 10
anos(¥s)

22, Sem informagéo

99. Nio se aplica

92, ESCORE DE FRAMINGHAM ( Risco
Cardiovascular ) na 2" avaliacio?

Data
Pontos

Risco de doenga  arterial
coronariana (DAC) em 10
anes( %)

88, Sem informacio

99. Niio se aplica

93, ESCORE DE FRAMINGHAM ( Rizco
Cardiovascular) na 3" avaliacio?

Data
Pontos

Fizco de doenca arterial
coronariana (DAC) em 10
amos(¥s)

88, Sem mformagio

99. Néo se aplica

94, ESCORE PROCAM ( Risco
Cardiovascular) na 1" avaliacio?

Diata !
Pontos

Risco de doenga  arterial
coronariana (DAC) em 10
anos(¥s)

95, ESCORE PROCAM ( Risco Cardiovascular)

na 2* avaliacio?

Data
Pontos
Risco de doenga  artenal
coronartana  (DAC) em 10

anes( %)

96. ESCORE PROCAMI ( Risco Cardiovascular) na 3*
avaliaciao?

Data /

Pontos

Rizco de doenga  arterial
corongriang  (DAC) em 10

anos{¥z)

97. ESCORE UKPD5 ( Risco Cardiovascular)
na 17 avaliacio?

Data
Pontos

Risco de doenga  arterial
coronariana (DAC) em 10
anos(¥e)

98, ESCORE UKPDS ( Risco Cardiovascular) na

2" avaliagio?

Data
Pontos
Risco de doenga  arterial
coronariana  (DAC) em 10

anos( %)

99, ESCORE UKPDS ( Rizsco Cardiovascular) na 3°
avaliagio?

Data
Pontos
Fisco de doenga  arterial
corongrizna  (DAC) em 10

anos{¥s)

100. Presenca de dor isquémica ma 1°

avaliacio?

Data ! !
1. Angina definitiv
2. Angina possivel
3. Sem angina

101. Presenca de dor isquémica na 2" avaliacio?

[ ]

Data
1. Angina definitiv
2. Angma possivel

3. Sem angina

102. Presenca de dor isquémica na 3" avaliaciio?

[ ]

Data ! !
1. Angina definitiv
2. Angina possivel
3. Semangma

103, Qual a classificaciio

uante i pressio arterial na 1° avaliagio?

Walor X

Datz
1. Normotenso

2. Pré-hipertenso
3. Pressdo elevada
2. Sem informagdo
0. Ndg se aplica

1. Estagio I

2. Estagio I

2. Sem informacdo
9. N&o ze aplica

104, Se pressio elevada, qual a classificaciio da hipertensio

[ ]

105, Qual a elassificaciio quanto i pressio arterial na 2 avaliaciio?

WValor
X

Data
1. Normotenso

2. Pré-hipertenso
3. Pressao elevada
2. Sem informagdo
9. Nao se aplica

1. Estigio I
2. Estagie I
2. Sem informagdo

9. Nzo se aplica

106. Se pressiio elevada, qual a classificaciio da hipertensio

[ ]
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107. Qual a classificaciio quanto i pressio arterial na 3 avaliacio?

WValor
x

Data
1. Normotenso

2. Pré-hipertenso

3. Hipertensio (pressdo elevada)
2. Sem mformacdo

0. Nig se aplica

1. Estagio I
2. Estigie O
& Sem informagio

0. Nio se aplica

108. Se pressio elevada, qual a classificacio da hipertensio

[ ]

109, Qual a classificaciio quante i pressio de pulso na 1” avaliacio?

Valor
Diata

1. Normal

2. Elevada

2. Sem informagio
0. Nio se aplica

110a. Qual a classificacio quanto
Valor
Data

1. Normal

2. Elevada

& Sem informagio
0. Nio se aplica

C)

a pressiio de pulso na 2" avaliacio?

WValor
Data

1. Normal
2.Elevada

2. Sem informagdo
9. Ndo se aplica

110b. Qual a classificacio quanto i pressio de pulso na 3* avaliacfio?

1. Sem ratamento

2. Primeiro esquema ARV com IP
3. Pnimeirs esquema ARV sem IP
0. NEo se aplica

2

110c. Situacio do tratamento no momento do 1* exame?

X - RESULTADOS DO USG DE CAROTIDAS

DOPPLER DE CAROTIDAS 1° EXAME ( Espessamento de cardtida)

111. Realizou USG de Cardtida? 112. ESPESSURA
AUMENTADA PLACA

1. Sim
2. Nao
]
Espessura carotida direita mm | 1-5im 1. S5im
Espessura cardtda esquerda mm | 2-Nde 2 Nio
Espessura total mm 8. Sem imformagio

) 0. NHo se aplica 9. W&o 22 aplica

113. PRESENCA DE

8. Sem imformagio

[ ]

8. Sem informagio

9. Nao se aplica

114. Nr. De placas

L T ]

115 Local Placa

1. Parede anterior ACC direita

2. Parede anterior ACC esguerda

3. Parede posterior ACC direita

4. Parede posterior ACC esquerda

5. Parede anterior bulbe carotideo direito

6. Parede anterior bulbo carotideo esguerdo

7. Parede posterior bulbo carotidec direits
|

8. Parede posterior bulbo carotideo esquerdo

9. Parede anterior ACInterna direita

10. Parede antenior ACInterna esquerda

11. Parede posterior ACInterna direita

12. Parede posterior ACIntema esquerda

99 Nio se aplica

116. Grau de estenose (%) (Na
presenca de placa)

Cardtida

Dhreita

Esguerda

888. Sem informacio
999 Nio se aplica

117. Ambas as alteracdes (espessamento e placas)

1. Sim
2. Nao

2. Sem nformacdo
0. Nio se aplica

118. Realizou todas as 12 medidas em carétidas direita e esquerda 7

1. 5im
2. Nao realizou as seguintes medidas

£]

11%. Conclusio do 1* Exame
1. Normal

2. Espessura aumsntada

3. Placa

4. Espessura aumentada + placa
0. Nio se aplica

[ ]

Caso Nao
2.1. Bulbo direto anterior 2.5, ACT direita anterior
2.2, Bulbo direito posterior 2.6. ACI direita posterior
2.3, Bulbo esquerdo anterior 2.7. ACI esquerda anterior
24. Bulbo esquerdo posterior 2.8. ACT esquerda posterior

119



120. USG Carotidas

Esquerda

Direita

Anterior

Posterior

Anterior

Pasterior

Diam. Luz ACC

ACC1

ACC2

ACC3

BULBO

ACT1

ACI2

Meédia Espessura

Meédia Maxima

USG DE CAROTIDAS 2° EXAME ( Espessamento de cardtida)

121a. Situaao do tratamento no momento do 2° exame?

1. Sem tratamento
2. Primeiro esquema ARV com IP
3. Prmeiro esquema ARV sem IP

9. Ndo se aplica

1. Sim
2. Nio
DATA

[ ]

Espessura total

Espessura carotida direita

Espessura carotida esquerda

121h. Realizou USG de Cardtida?

B

122, ESPESSURA AUMENTADA

]

1. Sim

2 Nao

2. Sem informagdo
9. Ndo se aplica

123, PRESENCA DE PLACA

1. Sim

2. Nio

8. Sem informacio
9. Ndo se aplica

[ ]

124, Nr. De placas

8. Sem informacio

9. Nio sz aplica

LT ]

125, Local Placa

1. Parade anterior ACC dirsita

2. Parade posterior bulbo carotideo esquerdo

. Parede anterior ACC esquerda

0. Parede anterior ACInterna direita

10. Parede anterior ACInterna esquerda

"
3. Parede posterior ACC direita
r)

. Parede posterior ACC esquerda

11. Parade posterior ACIntema dirsita

3. Parede anterior bulbo caretideo direito

12. Parede posterior ACInterna esquerda

6. Parede anterior bulbo caretideo esquerdo

09. Nio se aplica

7. Parede posterior bulbo carotideo direito

presenca de placa)

Cardtida

126. Grau de estenose (%) (Na

Direita

Esquerda

888. Sem mformacgio
990 Nao se aplica

127. Ambas as alteracdes (espessamento e placas)

1. Sim

118. Realizou todas as 12 medidas em cardtidas direita e esquerda ?

1. Sim
2. Naorealizon as seguintes medidas

o

—

2. Nio

129, Conclusio do 2° Exame

1. Normal

2. Espessura aumsntada
3.Placa

4. Espessura aumentada + placa
0. Vo se aplica

[ ]

Caso Nio

2.1. Bulbo direito anterior

2.2 Bulbo direito posterior

2.3, Parede postenior bulbe

carotideo direite

2.4 Bulbo esquerdo pesterior

2.5. ACI direita anterior

2.6. ACT direita posterior
2.7. Parede posterior ACIntema direita

2.8. ACT esquerda pestenior
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130. USG Carotidas

Esquerda

Direita

Anterior

Posterior

Anterior Posterior

ACC1

ACC2

ACC3

BULBO

ACT1

ACT2

Diam. Luz ACC

131. Acompanhamente Ultra-Som de cardtida

1. Sem esquema ARV
2. Pnmemro esquema ARV
9. Ndo se aplica

131.1 - Sitmacio no 1° Exame USG

131.2 Situaciio no 2° Exame USG
1. Sem esquema ARV

2. Primeiro esquema ARV

3. Troca de primeiro esquema

8. Nao realizoun

9 Nio se aplica

]

131.3 Situacio ao final da coorte (1 ano)

1. Manteve-se sem tratamento

2. Manteve-se em primeiro esquema

3. Mudou de condigdo (sem esquema e inicion
tratamento}

4. Mudou de condigie (estava em primeiro esquema e
mmudou de fratamento)

3. Nao realizou 2° exame

0. Ng se aplica

131, Em relacio ao espessamento da camada

133. Em relacio as placas de ateroma na camada

134, Fez uso de droga hipolipemiante entre 0 1% ¢ 2

g

4. Estabilizagdo (estava espessada e ndo houve
aumento)
3. Redugiio (estava espessada e houve redugio)

4. Estabilizou (presente nos deis exames)

3. Reduziu (em mimera)

média intimal da eardtida nas duas avaliagdes: | média intimal da cardtida nas duas avaliacdes: USG?

1. Nio ocorren I:I 1. Mie ocomren I:I 1. Sim I:I
2. Ocorren no segundo exame 2. Surgiu no segundo exame 2. Nao

3. Aumentou (estava espessada e houve aumento) | 3. Aumentou {em nimero) 8. Isnorado

XI- DESFECHO DO ERGOMETRICO

TESTE ERGOMETRICO
135, Teste ergoméirico (1°) realizado

1.%im Data

2. Nio

1" TESTE ( Avaliacio de isquemia por teste e

métrico)

136. EM REPOUSO

1. FC (freqiiéncia cardiaca)

2 PAS (pressio arterial
sistolica):

PAD (pressio arterial diastalica):

3. Segmento ST
3.1. Normal
3.2 Alterado Supradesnivelamento

Infradesnivelamento

bpm/min 4. ECG{eletrocardiograma):
mmHg £.1. Ritmo
mmHg 4.2 Eixo
43 Arritmia
43.1. 5m
mm 43.2. Nao
um
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137, Durante esfor¢o maximeo 138. Pos esforco com 1 minuto
1. FC (freqiiéneia cardiaca) bpm/min | 1. FC (freqiiéncia cardiaca) bpm/min
iy ~ .
= PAS (pressio artersal mmHg 2. PAS (pressdo arterial sistolica): mmHg
sistolica): = =
PAD (pressdo arterial diastalica): mmHg PAD (pressio arterial diastolica): mmHg
3. Segmento ST 3. Segmento ST
3.1. Normal 3.1 Normal
32 Alterado Supradesnivelaments mm 3.2 Alterado Supradesnivelamento m
Infradesnivelamento mm Infradesnivelamento mm
4. Tempo de esfoge maximo | | | min g
3. Inclinacdo da esteira %
6.V0, Ml'kg min
139, Pds esforco com 6 minutos 140. Sintomas
1. FC (freqfifncia cardiaca) bpm/mm | 1. Sim
iy ~ .
2. PJLS (pressfo arterial . 3 Mo
sistélica): =
PAD (pressdo arterial diastalica): mmHg
3. Segmento ST
3.1. Normal
32, Alterado Supradesmivelamento mm
Infradesnivelamento mm
141. Dor toracica tipica 142, Limitante 143, Surgimento da dor 144 Dispunéia
1. Sim 1. Sim 1. Durante esforgo 1. 5im
2 Nio 2. Nio 2. Pos esforgo . Nio

2. Semmformacéo
8. Néo se aplica

8. Sem informagio
0. WNio e aplica

2. Sem informacic
9. Nio s2 aplica

2
2. Sem mformagio
9. Nio se aplica

145, Limitante

L. Sim

2. Naeo

2. Semmformacéo
0. Nio se aplica

]

146. Surgimento da dispnéia
1. Durante esforgo

2. Pos esforgo

8. Sem informagio

0. WNio e aplica

147. Clandicacio
1.8m

2. Néo

2. Sem informacic
9. Nio s2 aplica

[ ]

148, Limitante

1. 5im

2. Nio

2. Sem mformagio
9. Nio se aplica

L]

149, Surgimente da clandicacio
1. Durante esforgo

2. Pos-esforgo

2. Sem mformagéo

0. Nio se aplica

150, Exame fisico: Roncos e sibilos
1. Sim

2. Nao

8. Sem nformagio

0. Nio se aplica

151. Exame fisico: Crepitacies
1.8m

2. Nao

8. Sem informagio

9. Nio s2 aplica

152, Exame fisico: Crepitacdes
1. Durante esforgo

2. Po-esforgo

8. Sem mformagio

9. Nio se aplica

153, Arritmias no Repouso
1. Nao
2. Sim

21.Tipo

154. Arritinias no pré-esforco
1. Nao
2. Sim

21.Tipa

155a. Arritmias no esforco
1. Nie
2. Sim

2.1.Tipa

22, Frequéncia ‘ ‘

.2.1. Pouco freqgiiente
2. Fregiiente

155h. Arritmias no pés-esforce
1. Nao
2. Sim

[ ]
L L]

2.2.1. Nio apresentou amiinua
2.2.2. Arritimia semelhante
23, Arritmia mais freqiiente
2.4 Armitimia menos frequente

2.1.Tips

2.2 Evolugio
da arritmia
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ES supra-ventricularas

ES ventriculares

EV ventriculares & supra-venmriculares
Batimentos de fusde

Perindos de Taquicardia supra ventmicular
Periodes de Taqueardia ventricular
Eitmeo juncional

Fibrilagdo atrial

PR curto

10. Sindrome de Wolf-Park -White

11. BAV de 1° Grau

Jo L [ b

e

DGO -

12, BAV de 2° Grautipe I

13, BAV de 2° Grau tipo I

14, BAV Total

13, Blequeio sino-atmial

16. Diszoctagdo AV

17. Blequeio de Rame Dirsito

12, Blequeio de Rame Esquerde

19, Blequeio divisional antero-sup E
20, Bloqueio divisional post-inferier
21, Comando de MP

22, MP-imbido

156. Critério de interrupcio
1. Cansaco fisico/fadiga mmscular

. Dor nos membros inferiores

. Dispuéia

. Dor tordcica — progressiva ou intensa
Arritmias

7. Alteragdes do segmente ST

2. Alteragdes da freqiiéneia cardiaca

)@ b e b

9. Sem informagéo

10. Nio se aplica

]

157. Conclusio final teste ergométrico
1. Normal

2. Alterado

1. Sintoma

Exame fisico
(PA

2.4, Amitmia
25.5T

il

158. Escore de Duke

LT

Risco de DAC

1. Baixo nsco = 3

2. Risco mtermedidrio +4 a -10
3. Alto nisco < -11

0. Nio se aplica

Formula: tenpo (mimtes) -5x (nfradesnivel de ST em mm) 4% (dor toraxca: 0=sem dor, I=dor ndo himitante, 2= dor linutante)

TESTE ERGOMETRICO 2° TESTE ( Awaliacio de isquemia por teste ergométrico)

159, Teste ergométrico (1°) realizado
L.Sim Data ! I

2. Nao

[ ]

160. EM REPOTUSO

1. FC (freqfifncia cardiaca)

2 PAS (pressio arterial sistolica):

PAD (pressdo arterial diastolica):

3. Segmento ST
3.1. Normal
32 Alterado Supradesnivelamento

Infradesnivelamento

bpmy'min 4. ECG{eletrocardiograma):
mmHg 4.1. Ritmo
mmHg 42 Eimo
4.3, Amtnua
43.1.5m
mm £32 Niao
mm
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161. Durante esforco maximo 162. Pos esforco com 1 minuto
1. FC (frequéncia cardiaca) bpm/min 1. FC (freqiiéncia cardiaca) bpm/min
iiaigfessao arterial mmHg 2. PAS (pressdo arterial sistolica): mmHgz
PAD (pressdo arterial diastolica): mmHg PAD (pressiio arterial diastolica): mmHgz
3. Segmento ST 3. Segmento ST
3.1. Normal 3.1. Normal
32 Alterado Supradesnivelamento mm 3.2, Alterado Supradesnivelamento mm
Infradesnivelamento mm Infradesnivelamento mm
4. Tempo de esfogo maximo | | | min seg
5. Inclinagdo da esteira %
6.VO, MI'kg min
163, Pos esforco com 6 minutos 164. Sintomas
1. FC (freqiiéncia cardiaca) bpmimin | 1. Sim
igﬁl ?CS)J;IESMO arterial — > o
PAD (pressio arterial diastolica): mmHg
3. Segmento ST
3.1. Normal
32 Alterado Supradesnivelamento mm
Infradesnivelamento mm

165. Dor toricia tipica
1. Sm

2. Nie

8. Sem informacgdo

9. Nio se aplica

166. Limitante

1. Sim

2. Nio

8. Sem informacio
9. Nio se aplica

[ ]

167. Surgimento da dor
1. Durante esforco

2. Pés esforgo

8. Sem informagio

9. Nio se aplica

[ ]

168. Dispneia

1. Sim

2. Nio

8. Sem informagio
9. Nio se aplica

[ ]

169. Limitante

1. 5m

2. Nio

8. Sem informacio
9. Nio se aplica

[ ]

170. Surgimento da dispnéia
1. Durante esforgo

2. Pés esforgo

8. Sem informacio

9. Niio se aplica

171. Claundicacio
1. Sim

2. Nio

8. Sem informacio
9. Nio se aplica

[ ]

172. Limitante

1. 5mm

2. Nio

8. Sem informagio
9. Niio se aplica

[ ]

173, Surgimento da claudicacio
1. Durante esforgo

2. Pés esforgo

8. Sem informacio

9. Nio se aplica

142. Exame fisico: Roncos e sibilos
1. Sim
2. Nio

8. Sem informacio
9. Nio se aplica

175. Exame fisico: Crepitacdes
1. 5im
2. Nio

8. Sem informacio
9. Nio se aplica

176. Exame fisico: Crepitacdes
1. Durante esforgo

2. Pos esforgo

8. Sem informagio

9. Niio se aplica

177. Arritmias no Repouso

1. Nic
2. Sim

2.1. Tipo

178. Arritmias no pré-esforco 17%a. Arritinias no esforco
1. Nio 1. Nio
2. Sim 2. Sim
2.1. Tipo 2.1. Tipo
2.2, Frequéncia ‘ ‘
2.2.1. Pouco freqiiente
2 Freqiiente
223 Raras
224, Ocasionais

179hb. Arritmias no pos-esforco

1. Nie
2. Sim

2.1. Tipo

2.2. Evolugdo
da atritmia
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ES supra-ventricularas

ES ventriculares

EV ventriculares & supra-venmriculares
Batimentos de fusde

Perindos de Taquicardia supra ventmicular
Periodos de Taqueardia ventricular
Eitmeo juncional

Fibrilagdo atrial

PR curta

). Sindrome de Wolf-Park -White

33. BAV de1° Grau

36, BAV Total

3l

44, M P-mibido

34 BAVde2® Grautipol
35, BAV de 2® GrautipoII

7. Blogueio sinc-atrial

38. Dissociagdo AV

39, Blogueio de Ramo Direite

40. Blogueio de Ramo Esquerdo

41, Blogueio divisional antero-sup E
42, Blogueio divisional post-inferior
43, Comando de MP

180. Critério de interrupcio

. Cansago fisico/fadiga nmscular

. Dor nos membros inferiores

. Dispnéia

. Dor tordcica — progressiva ou intensa
Armitnuias

7. Alteragdes do segmento ST

2. Alteragtes da freqiiéncia cardiaca

9. Sem informacgio

T

10. Nio se aplica

1. Normal
2. Alterado

2.1. Simtoma

2

2. Exame fisico

[
[

[

.
[Z T T <]

ATTitmia
T

(=]
i

181. Conclusio final teste ergométrico

[
[T ]

182, Escore de DukeEs

[ [ ]

XI1- OUTRAS AVALIACOES DE ISQUEMIA

Outras avaliagdes de isquemia:

183, CINTILOGRAFIA MIOCARDICA
1. Sim Data J

2 Nio

& Sem mformacio

0. Ndo e aplica

I:I 1. Normal

2. Hipoperfusio transitéria

3. Hipoperfusio persistente

184, Resultado da Cintilografia Miocardica

|

18%, Resultado da Cintilografia Miccardica quanto i extensao da

alteracio
1. Pequena
2. Moderada

3. Extensa
8. Nio se aplica

1. Discreta

2. Moderada

3. Acenmda
& Nio se aplica

]

186, Resultade da Cintilografia Miecardica quante a intensidade da alteracio

i

187. Fracio de ejeciio apés o
esforco

99, Nio se aplica 99, Nio e aplica

188. Escore de perfusio (QPS): 955

09, MNio se aplica

189. Escore de perfusio (QPS): SRS

190. Escore de perfusio (QPS): SDS

:

99 Nio se aplica

191, Percentual da area de VE
acometido:

(TID)

00, Nio se aplica 90, Nio se aplica

192, Dilatagio isquémica transitoria:

193, Numero de segmentos
acometidos:

00, Wio se aplica

194, Numero de territorios vasculares
acometidos:

Vasos

-

99_Nio se aplica

195, Conclusio da Cintilografia Miocirdica
1. Normal
2. Alterada discreta em drea de pequena extensio

3. Alteragdo modera/importante em areas de
erada/zrande extensio

2. Sem nformagio

0. Nio e aplica

196. Cateterismo Cardiaco

(]

1.5m Data
2. Nie

& Sem informacéo

9. Nio se aplica

197. Resultade do cateterismo cardiaco

i

- Doenga de 1 vaso

- Doenga de 2 vasos

. Doenca de 3 vasos

. Sem lesdes obstrutivas
. Sem informagéo

0. Nio se aplica

00 fx L3 b3 e

193, Doencas em pontes (safena on mamarias
1. Sim

2 Nio
£ Sem mformagio

8. Néo se aplica

199. Doenca proximal da descendente anterior
1. Sim

2. Nio

& Sem informagio

9. Nio se aplica

200. Fracio de Ejecio:
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XIII- EVENTOS OU MORTE POR DOENCA CARDIOVASCULAR

Eventos ou Morte por Doenca Cardiovascular

201. Apresentou eventos cirdio-

vasculares ?

1. Sim
2 Nao
& Sem mformacio

9. Nag se aplica

202. Se sim qual (is)?

L]

1. Isquemia silenciosa

2. Angina

25}

. Doenca arterial coronariana

DATA_ /|
DATA |
DATA_ /[
DATA_ |

DATA |/

203. Apresentou acidente vascular cerebral (AVC) trombo-embalico 7

1. Sim Data
2 Nao

2. Sem mformacio

9. Nag se aplica

3. IAM
£ Morte subita
8. Sem informacio
9. Nao se aplica
tromboemhbaélico
l:l 1. Sim Data
2. Nio

2 Sem mformagio
9. Néo se aplica

204. Evoluiu com ébito por doenga arterial coronariana (DAC) ou AVC

[ ]

XIV - SAIDA DA COORTE

Saida da coorte

105. DATA DE SAIDA DA COORIE

Data da saida da coorte !

206, Motive:

1. Qbito

2. Transferéncia de Servigo
2. Perda

& Sem mformagio

9. Néo se aplica
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Polymorphism of -675 Region of Gene SERPINEL1 (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 (1Q:
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.*?

Gazzaruso et al.® reported a frequency of 45.4% of MS in people infected with HIV/AIDS
submitted to ARV therapy. Jericé et al.” found a frequency between 17 and 27%, according
to the age group. Troian et al.? 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.??

Metabolic syndrome (MS) is characterized by the concomitant presence of factors that are
known to be atherogenic in the same individual.*® 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.*

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.**

It is possible that the physiopathology of hypercoagulability in MS involves various
mechanisms,'” among which the increase in the levels of the Plasminogen Activator Inhibitor
1(PAIl) stands out. Some have considered this to lie at the heart of the thrombotic changes
in MS™ 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.*4>1°

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™’*® and,
consequently, to a prothrombotic state. The frequencies of these polymorphisms seem to
vary according to the ethnicity and geographic location of a population®, which makes the
understanding of their occurrence in different populations important.
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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 HIV*3. 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.*##222324 "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 Picango 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-Calatrava®™® 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)', 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) 2 94 cm for men and = 80 cm for women; Systolic blood
pressure 2 130mmHg or dystolic blood pressure =2 85 mmHg or use of oral hypotensive
agents; Glycemia 2100 mg/dl or use of hypoglycemic agents; Triglyceridemia 2150 mg/d| 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/m?), normal weight (18.5
to 24.9 kg/m?), and overweight (>25 kg/m?). 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/mm?®. Time elapsed since HIV diagnosis was referred to by the participant and
confirmed in the medical records, categorized as <3 years and 23 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 23 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 equation®.

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/uL. 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.?*®. 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 x° 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.
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RESULTS

Of the 2074 patrticipants 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, 7@.2% of the individuals were undergoing ARV therapy and 68.4% had CD4 >350
cells/mm®.

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 (p = 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, 1Q = 10.9-22.9) and 5G4G (13.8ng/mL, 1Q = 10.8-17.59) when compared with
5G5G (13.2ng/mL, 1Q = 11.6-15.6), although this difference was not statistically significant (p
= 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 (p = 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.?” found a frequency of 44% for 4G and 55% for 5G in Caucasians. He et al.** described a
frequency of 44.3% of allele 4G and 55.7% of allele 5G in Asians.?® Narah et al.'® 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 SERPINEL gene and
the activated PAI-1 plasma levels in people living with HIV/AIDS. In this study, we observed



133

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.?**%3"* 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,®****% put 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,?**%:3738 gych as those related to lifestyle. There is also evidence that other
polymorphisms besides 4G5G,** * on the same chromosome, or even on other
chromosomes, may be associated with the synthesis of PAI-1 plasma. De Lange® 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,'826:28:3439
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,
Interleukins®, pre-calcitonin, tissue plasminogen activator and urokinase-type plasminogen?,
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.*®* 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).*® 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.*® The fact that our population, composed of outpatients, most with CD4
>350/mm? and using ART, has values of activated PAI-1 similar to individuals with advanced
disease and CD4<350/mm?, 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.'*?"*' The influence of medication on the
expression of PAI-1 has already been reported by Yki-Jaarvinen et al. in 2003%* and was later
confirmed by Wang et al. in 2008°. 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 (o < 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.*
(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.?* 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
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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 SERPINEL1 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- o)
Sample size (N) 182 69 (37,9%) 113 (62,1) -
Age (years)* 40,5+9,5 445+ 8,9 38,1+9,1 <0,001
Female gender (%)** 133 (73,5%) 58 (84,1%) 75 (66,4%) 0,009
BMI (kg/m?)* 24,7+572 27,3+5,1 23,1+46 <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)" 46+4,1 533+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+33 4,67+34 3,94+31 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

MS+ (N=69) MS- (N=118)
Genotypes All
N(%) N(%)
Polymorphism 5G5G 16 (8,8%) 7 (10,1) 9 (8,0)
Polymorphism 4G5G 158 (86,8%) 58 (84,1) 100 (88,5) 0,662
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)

t 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/4G4AG o)
Sample size (N=182) 16 166 -
BIOLOGICAL VARIABLES

Age (years)* 418+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) 9* 87,3+7,9 86,2+ 11,7 0,776
Waist (cm) 4* 88,7+94 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 + o]
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) 0,347

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)

(1) = 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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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 SERPINE1l (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; p=0,9). Hypercholesterolemia was associated with genotype 5G5G and
with higher plasma levels of PAI-1 (15.6ng/ml for non-HDL cholesterol >130mg/dI
and 13.8ng/ml for non-HDL cholesterol <130 ng/ml; p = 0.04).

Conclusion - In this study, no association was found between the polymorphism
4G5G of the gene SERPINEL, 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.” On the other hand, ART siill 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.? 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 observed®. Among the diseases not related to AIDS,
cardiovascular diseases (CVD) are stand out because of their high frequency.*

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 population®, and more recently in
people infected with HIV.%’

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.? There is the participation of
traditional risk factors related to aging and metabolic complications triggered by the
ART.2® This inflammatory state seems to promote endothelial dysfunction,
coagulation and fibrinolysis disorders, which are the first changes of the
atherosclerotic disease.™
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Among the endothelial cytokines, PAI-1 is the main inhibiting factor of fibrinolysis**
and dysfunctions associated to this cytokine have been associated with
cardiovascular disease.’® The plasma levels of PAI-1 may be influenced by such
factors as age, gender, obesity, smoking, and genetic polymorphisms.** The most
well-studied polymorphism is 4G5G, which is the insertion or deletion of a nucleotide
in the promoter region of the SERPINEL1 gene. There have been reports that the
presence of allele 4G implies higher levels of PAI-1'* and that it is possibly
associated with CVD.'® These associations have been more studied in people
without HIV.***> In people living with HIV/AIDS, some authors have found higher
levels of PAI-1 in this population than in people without HIV.***" There is
disagreement regarding the association of high levels of PAI-1 and the risk factors for
CVD.®®* 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-Calatrava®, 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 -20°C
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
equation®®.

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 uL in a Nanodrop 2000 device (Thermo
Scientific), with acceptance of extracts containing a minimum of 3 ng/uL. 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.'®, 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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e Clinical Comorbidities: hypertension (HAS), diabetes mellitus (DM), excess
weight and dyslipidemia;
e 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/m?), normal weight (18.5 to 24.9kg/m?), and overweight
(>25kg/m?), grouping overweight (25 to 29.9kg/m?) and obese (>30kg/m?) 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/mm?® and <200
cells/mm?®. 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 x* 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 patrticipants 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/cm®. 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; 1C95%=0,1 a 3,6;
0=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 SERPINE1l 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 disease™ or major cardiovascular events® 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 (Ml), 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 MI?,

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-1%® 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,%*%® but the results are more conflicting when the
association with cardiovascular events is concerned. FOX, et al.*® 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.® 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.?’ 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.?® 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.'®, 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 results®* 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.?® 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 7g22.1, 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 factors™.

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.*® 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.®*

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 ®34%® and
the well-documented association of hypercholesterolemia and cardiovascular
disease in people without** and with HIV,* 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.
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Variables All CVR < 10% CVR > 10% o)
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/mz)* 24,7 +5,3 245+5.3 26,747 0,09
Waist @ * 85,9+ 11,6 85,6 + 11,6 89,1+124 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),
Q* 44,6 + 13,5 45,2+ 13,9 38,9+5,7 0,16
HDL Cholesterol (mg/dL),
a* 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+39 6,2+5,8 0,09
HAART variables
Time using ARV (years)* 4,2 +3,3 41+3,2 52+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+ 5,3 146+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% o) 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 p
RCD > 10% RCD < 10%
5G5G - N (%) 2(11,8) 13 (9) 0.7*
4G4G/4G5G — N (%) 15 (88,2) 132 (91)
OR (CI195%) 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 (CI195%) 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 (CI195%) 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 (CI195%) 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 (CI195%) 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 (CI195%) 1,7(0,5-5,4) 0,4**

* p value for chi-square test; ** p value for the odds ratios (OR) adjusted for gender, age and
smoking; Cl195%: 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 (ClI

95%)

CASES CONTROLS .
RCD High RCD low P
. 14,6(10,9-182) 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 — APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Pavilhdo Ovidio Montenegro — 1o. andar
Rua Amébio Marques, 310 - Santo Amaro - 50100-130 - Recife-PE
Fone: (81) 2101.1530 - Fone/Fax: (81) 2101.1536

E-mail: cephuoc@yahoo.com.br

Reuniiio: 26/09/2006 Parecer/CEP/HUOC 127/2006

Projeto: Investigagdo prospectiva sobre lipodistrofia e alteragdes metabdlicas (sindrome
metabdlica e perda de massa dssea) como efeito adverso da terapia anti-retroviral em
adultos, adolescentes e criangas com HIV/AIDS no estado de Pernambuco com avaliagdo
ndo invasiva de dano vascular e estudo polimorfismo genético associado a resisténcia a

insulina.

Pesquisador Principal: Demécrito de Barros Miranda Filho

Resultado: APROVADO

T4 PMPESQUISA
COMTEE E}d@, verra dr.

Prof. Wi ordenador
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Anexo B — CARTA DE ANUENCIA DO HOSPITAL CORREIA PICANCO

Ve
h,v Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco
GOVERNOG DE >
Pernambuco HOSPITAL CORREIA PICANCO -SES

CARTA DE ANUENCIA

Declaramos, para os devidos fins, que concordamos que o projeto de pesquisa
Interinstitucional  “INVESTIGAGAO PROSPECTIVA SOBRE LIPODISTROFIA E
ALTERAGOES METABOLICAS (SINDROME METABOLICA E PERDA DE MASSA OSSEA)
COMO EFEITO ADVERSO DA TERAPIA ANTI-RETROVIRAL EM ADULTOS,
ADOLECENTES E CRIANGAS COM HIV/AIDS NO ESTADO DE PERNAMBUCO COM
AVALIACAO NAO INVASIVA DE DANO VASCULAR E ESTUDO DO POLIMORFISMO
GENETICO ASSOCIADO A RESISTENCIA A INSULINA”, envolvendo pacientes atendidos no
Hospital Universitario Oswaldo Cruz — UPE, Hospital das Clinicas — UFPE e Hospital Correia
Picanco — SES/PE, seja desenvolvido nesta unidade, tendo em vista parecer favoravel da
Coordenacéo de Ensino e Pesquisa desse servigo.

Solicitamos que éo término do projeto sejamos informados dos resultados e
conclusdes que irdo contribuir positivamente para o aprimoramento da assisténcia aos nossos

usuarios.

Recife, 24 de margo de 2008.

(|

(e B A€~ ™~

Dr2. Miriam Silveira

Rua Padre Roma,149 — Tamarineira - Recife/PE
Fone:3265.8700(Central)/3265.8703(Diretoria)
E-mail: hospcp@saude.pe.gov.br
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Anexo C — Escore de Risco de Framingham para Doenc¢a Cardio Vascular

PASS0 4 *
PAS (mmHg) PAD (mmHg) Homens Mulheres
=120 =80 0 -3
120-129 80 -84 0 0
130-138 85-89 1 0
140-159 90 -99 2 2
2160 2100 3 3
PASSOSEG
Diabetes Homens Mulheres
Sm 2 4
Nio 0 0
Fuma
Sm 2 2
Nao o ]
PASS0O 7

Idade + CT + HDL-C + PAS ou PAD + DM + Fumo = total de pontos

Quadro 15 - Estratificagfo de risco pelos escores de Framingham
PASSO 1
|dade Homens Mulheres
30-34 -1 K.
35-39 0 4
40-44 1 0
45-49 2 3
50 -54 3 &
55-59 4 7
60 - 64 5 8
65 -69 & 8
70-74 7 8
PASSO 2
Colesterod Total (mgidL) Homens Mulneres
=160 3 -2
160-199 0 o
200-239 1 1
240-279 2 1
=280 3 3
PASSO 3
HOL-C (mg/dL) Homens Mulheres
<35 2 2
35-41 1 2
45-49 o 1
50-59 0 Q
260 -1 3

PASS0 B - VEJA O RISCO ABSOLUTO NAS TABELAS
Homens Homens Risco de Mulheres Mulheres Risco de
Fontos  DACem 10 anos (%) Pontos DAC em 10 anos (%)

=l 2 £-2 1
o] 3 1 2
1 3 4] 2
2 4 1 2
3 5 2 3
4 7 3 3
5 8 4 4
[ 10 5 4
7 13 [ 5
8 16 7 6
9 2D 8 7
10 il 9 8
11 3l 10 10
12 kD 11 11
13 a5 13

=14 58 15

SanERR
&
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