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Introducao

O objetivo do presente estudo foi analisar freqiiéncias alélicas e genotipicas para o
gene codificador da cadeia b do fibrinogénio em pacientes com doenga arterial
periférica (DAP). Foram estudados 44 pacientes caucasoides do sexo masculino
com sintomas clinicos e comprovagdo angiogrdfica de DAP, com idade entre 38 e
79 anos (62+8,6 anos). Entre eles, 22 apresentaram obstrugdo aterosclerdtica nas
artérias iliacas, femorais e/ou cardtidas e 22 tinham aneurisma de aorta tordcica,
abdominal ou téraco-abdominal. O grupo controle foi constituido por 56 individu-
os, sem historia clinica de DAP ou alterac¢oes ao exame clinico, com idades varian-
do de 43 a 80 anos (59£9,2 anos). Foram excluidos os individuos com doenga
renal, doenga hepatica ou diabetes mellitus. A analise do polimorfismo genético da
cadeia do fibrinogénio foi realizada por PCR (polimerase chain reaction) e RFLP
(restriction fragment lenght polimorphism) com a endonuclease Bcl I, identifican-
do-se trés genotipos: B1/B1, B1/B2 e B2/B2. A andlise estatistica incluiu teste exato
de Fisher, calculo do odds ratio, teste de Kruskal Wallis e andlise de varidancia
(ANOVA). Admitiu-se erro o igual a 5%, com nivel de significancia para P<0,05.
O alelo B1 foi o mais prevalente em pacientes e controles (0,819 e 0,857, respecti-
vamente; P=0,5605), com prevaléncia do gendtipo B1/BI nos pacientes (65,9%) e
controles (71,4%; P=0,6639), seguido de B1/B2 (31,8; 28,6%, respectivamente;
P=0,8268). Em conclusdo, DAP, independente do tipo de lesdo obstrutiva ou
aneurismdtica, apresenta-se indiferente ao polimorfismo Bcl I do fibrinogénio,
portanto, sem influéncia dos alelos Bl e B2 para fibrinogénio e seus respectivos
gendtipos na doenga. Rev. bras. hematol. hemoter. 2004,26(3):202-205.
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contexto, o fibrinogénio, bem como a fibrina e seus produ-
tos de degradacdo, pode se acumular na placa ateros-

O fibrinogénio, uma glicoproteina plasmatica com
acdo no final da cascata de coagulacdo sangiiinea, ¢ tam-
bém reconhecido como fator de risco para a doenga arteri-
al coronariana (DAC), acidente vascular cerebral (AVC) e
doenga arterial periférica (DAP).!® Apds a clivagem pela
trombina, essa proteina forma mondémeros de fibrina, os
quais se polimerizam no processo de coagulagdo. Nesse

clerdtica e estimular a proliferacdo de células musculares
lisas. Além disso, a organizacao de trombos também esta
envolvida na progressdo da aterosclerose.’”®

Virios fatores parecem influenciar a concentracao
plasmatica de fibrinogénio, como tabagismo, idade, obe-
sidade, nivel de colesterol, diabetes mellitus, consumo de
alcool, ingestdo de fibras, uso de contraceptivos orais e
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menopausa. Além disso, estimativas de herdabilidade dos
niveis plasmaticos de fibrinogénio variam de 27% a 51%.!

O fibrinogénio ¢ composto por trés cadeias poli-
peptidicas conhecidas como a, 3 e y, com simetria bilate-
ral, organizadas e conectadas por pontes bissulfeto, cujos
genes estao localizados no cromossomo 4 humano na re-
gi30 428, constituindo um conjunto de aproximadamente
50 kb. Entretanto, o processo que coordena a expressao
dos trés genes ainda ¢ obscuro. Nesse caso, parece que a
cadeia 3 atua como fator limitante na sintese dos outros
dois componentes do fibrinogénio.>!

O polimorfismo (3 Bel 1, localizado na regido 3' do
gene A é associado a aterosclerose periférica.* Essa vari-
ante funcional pode resultar da substituicdo de guanina
por adenina na posicao [3 448, com troca de arginina por
lisina, posicionada a 13 residuos de aminoacidos antes do
grupo carboxil terminal da cadeia 3 do fibrinogénio. Isso
gera a expressao de dois alelos identificados como Bl e
B2, cujas combinagdes permitem trés gendtipos B1/B1,
B1/B2 e B2/B2, em cerca de 67, 30 e 3% da populacao,
respectivamente.*

Este estudo teve como objetivo analisar freqiién-
cias alélicas e genotipicas para o gene codificador da ca-
deia B do fibrinogénio em pacientes com doenga arterial
periférica.

Casuistica e Método

Foram estudados cem individuos caucasoéides do
sexo masculino, entre eles 44 pacientes com sintomas cli-
nicos e comprovacao angiografica de DAP, com idade entre
38 e 79 anos (média e desvio padrdo = 62 + 8,6 anos).
Desses, 22 apresentaram obstrucdo aterosclerdtica nas
artérias iliacas, femorais e/ou carotidas e 22 tinham
aneurisma de aorta toracica, abdominal ou toéraco-abdo-
minal. O grupo controle constituiu-se de 56 individuos,
sem historia clinica ou alteragcdes ao exame clinico, cuja
idade variou de 43 a 80 anos (média e desvio padrao =59
+ 9,2 anos). Foram excluidos os individuos com doenga
renal, doenca hepatica ou diabetes mellitus. Todos os in-
dividuos concordaram em participar do estudo pelo Ter-
mo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Andlise molecular

O DNA genomico foi extraido de leucécitos de san-
gue periférico (5 mL) coletados com EDTA. A extragao foi
realizada em trés etapas, compreendendo: 1) lise das célu-
las sangiiineas e desnaturacdo com solugdo de brometo
dodeciltrimetilamonio (DTAB); 2) desproteinizagcao com
cloroférmio; 3) precipitagdo do DNA e ressuspensao via
brometo cetilmetrimetilamonio (CTAB)."

O segmento polimoérfico do gene para a cadeia 3 do
fibrinogénio foi amplificado por PCR (polymerase chain
reaction). Em cada reagdo utilizou-se 0,5 pL de cada
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desoxinucleotideo (0,8 mM); 2,5 UL de tampao PCR 10X;
2,5 pL de dimetilsulfoxido 10%; 2,5 UL de cada primer
(2,5mM); 0,2 pL de Taq polimerase (5 U/yL); 11pL de
agua Milli Q; 2 yL de DNA gendmico diluido (0,2mg). Fo-
ram utilizados os  primers P1: 5°-
ACCTGGTTTCTCTGCCACAAG -3’ e P2: 5°-
AATAGTTCTCATACCAAGTGT-3’. A amplificagdo foi
realizada com desnaturacdo inicial a 94°C por cinco minu-
tos seguido de 35 ciclos a 95°C por um minuto para des-
natura¢do do DNA, 55°C por um minuto para anelamento
dos primers, 72°C por dois minutos para extensao da am-
plificacdo e ciclo final a 72°C por sete minutos. As amos-
tras foram expostas a enzima de restri¢do Bc/ I e mantidas
em banho-maria a 37°C, overnight, para reconhecimento
das substitui¢des das bases nitrogenadas guanina por
adenina no coédon B448."2 A enzima Bcl 1 ndo atinge o
produto da amplificacdo referente ao alelo B1, nesse caso
os segmentos apresentam 2.500pb, enquanto em B2 ocor-
re restricdo enzimatica gerando fragmentos de 1.100 e
1.400pb. Desse modo, trés genodtipos podem ser identifi-
cados: B1/B1,B1/B2 ¢ B2/B2.

O produto de reagdo foi aplicado em gel de agarose
a 1% preparado com tampao TEB diluido dez vezes e
brometo de etideo (0,2 mg/L), submetido a eletroforese em
corrente continua de 200 V por 20 minutos, utilizando-se
como padrao ladder 500pb (Gibco).

Andlise estatistica

Freqiiéncias alélicas e genotipicas foram compara-
das entre pacientes e controles utilizando-se o teste exato
de Fisher. Procedimento semelhante foi realizado para os
pacientes subdivididos de acordo com o tipo de lesdo
arterial, considerando-se aqueles com DAP obstrutiva
(DAPO) ou DAP aneurismatica (DAPA). A influéncia dos
alelos e genotipos na presenga ou auséncia da doenca foi
verificada pelo célculo dos produtos cruzados (odds ratio)
com intervalo de confianga (IC) de 95%. Admitiu-se erro O
de até 5%, sendo considerados significantes valores de
P<0,05.

Resultados

A distribuicao das freqiiéncias alélicas e genotipicas
para a cadeia 3 do fibrinogénio, referente a 44 pacientes e
56 controles para a cadeia 3 do fibrinogénio, ¢ apresenta-
da na tabela 1. O alelo B1 foi o mais representado nos
pacientes e controles (0,819; 0,857, respectivamente;
P=0,5605). O gendtipo B1/B1 foi detectado em 65,9% dos
pacientes e 71,4% (P=0,6639) dos controles, seguido de
B1/B2 (31,8; 28,6%, respectivamente; P=0,8268). O
gendtipo B2/B2 foi observado apenas em um paciente
(2,3%) e sem representatividade nos controles.

A tabela 2 mostra a distribui¢cdo dos alelos e geno-
tipos para o fibrinogénio em pacientes com DAPO ou
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DAPA. Nota-se semelhanga entre os grupos, sendo o alelo
B1 mais freqiiente em pacientes com obstrucao ou aneu-
risma (0,886; 0,773, respectivamente; P=0,2565). O genotipo
B1/B1 destacou-se com prevaléncia de 77,2% na DAPO e
54,5% em pacientes com DAPA (P=0,2027). O gendtipo
B2/B2 foi detectado em apenas um paciente com DAPA
(4,5%), sem ocorréncia em DAPO. Nao houve diferenga

Tabela 1
Distribuicdo das freqliéncias alélicas e genotipicas para a
cadeia 3 do fibrinogénio na analise do polimorfismo genético por
restricdo enzimatica com Bcl | em pacientes com
doenga arterial periférica e controles

Alelo Paciente Paciente p
N° Frequéncia N°  Frequéncia
B1 72 0,819 96 0,857 0,5605
B2 16 0,181 16 0,143 0,5605
Total 88 1,000 112 1,000 N
Genodtipo  N° % N° % P
B1/B1 29 65,9 40 71,4 0,6639
B1/B2 14 31,8 16 28,6 0,8268
B2/B2 1 2,3 0 0 0,4400
Total 44 100,0 56 100,0 N
(—) = néo se aplica
Tabela 2

Distribuicdo das freqliéncias alélicas e genotipicas para a
cadeia B do fibrinogénio na analise do polimorfismo genético
por restricdo enzimatica com Bcl | em pacientes com doenca

arterial periférica (DAP) obstrutiva ou com aneurisma de aorta

DAP DAP

Alelo Obstrutiva Aneurismatica P
N° Frequéncia N° Frequéncia
B1 39 0, 886 33 0, 773 0,2565
B2 5 0, 114 10 0, 227 0,2565
Total 44 1,000 44 1,000
Gendtipo  N° % N° % p
B1/B1 17 77,2 12 54,5 0,2027
B1/B2 5 22,8 9 41,0 0,3319
B2/B2 0 0 1 4,5 1
Total 22 100,0 22 100,0
Tabela 3

Valor do odds ratio para os gendtipos e alelos de
cadeia B do fibrinogénio, em analise de sua relagdo com a
doenga arterial periférica

Odds Ratio - IC 95%

Polimorfismo Genético

Fibrinogénio Alelo

B1 0,7500 (0,35 - 1,60)
B2 1,33 (0,62 - 2,84)
Gendtipo
B1/B1 0,77 (0,33 - 1,81)
B1/B2 1,16 (0,49 - 2,75)
B2/B2 3,89 (0,15 - 98,008)

IC = Intervalo de confianga
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estatisticamente significante entre os grupos, confirman-
do-se pelo calculo do odds ratio para os genotipos e alelos
da cadeia 3 do fibrinogénio (Tabela 3).

Discussio

O polimorfismo Bc/ I para a cadeia o do fibrinogénio,
¢ representado neste estudo principalmente pelo alelo B1
em controles e pacientes, independente de DAP obstrutiva
ou aneurismatica, enquanto o alelo B2 mostra prevaléncia
igualmente reduzida entre os grupos (0,143; 0,181, respec-
tivamente). Freqiiéncias reduzidas do alelo B2 também
foram detectadas por Fowkes et al! em pacientes com DAP
(0,197), embora significantemente aumentada em relacao
aos controles (0,097). Nesse caso, registraram freqiiéncia
de 29,6% de pacientes homozigotos ou heterozigotos para
o alelo B2, contra 15,8% dos controles. No presente estu-
do, os genodtipos com pelo menos um alelo B2 também
foram preferencialmente observados nos pacientes
(34,1%) emrelagao aos controles (28,6%), embora sem di-
ferenca significante entre os grupos. Nesse caso, o tama-
nho reduzido da casuistica pode se tornar um fator limitante
na analise dos dados.

Ester de colesterol, colesterol e fibrinogénio sdo os
principais componentes da placa aterosclerotica, sendo
que a concentracdo do fibrinogénio na lesdo parece ser
proporcional ao contetido de lipidios.” * Nesse contexto,
estudos revelam associagdo entre niveis de fibrinogénio e
alelo B2 nas doengas cardiovasculares.® Estudos in vitro
demonstaram absor¢@o do fibrinogénio por pérolas de
oleato de colesteril e lecitina, sendo tal absor¢ao propor-
cionalmente maior de acordo com o aumento da concen-
tragéo de éster de colesterol na superficie das pérolas.!
Entretanto, a influéncia do alelo B2 pode ndo apenas me-
diar a concentracao do fibrinogénio, mas associar-se a um
desequilibrio de ligacao com genes vizinhos ou variagdes
em sua estrutura.'

O estudo de Edinburgh, envolvendo quarenta ca-
sos de aneurisma de aorta abdominal, mostrou que tanto
o fibrinogénio como os dimeros da fibrina apresentam-se
associados com aumento significante para o risco da do-
encga, provavelmente por deposicdo da fibrina no saco
aneurismatico.® Singh et al,' em estudo retrospectivo rea-
lizado na Noruega abrangendo 6.386 individuos, confir-
maram a relacdo entre aumento nos niveis plasmaticos de
fibrinogénio e aneurisma de aorta abdominal. Nesse con-
texto, considerando a associagdo entre os niveis de
fibrinogénio e o alelo B2,° no presente estudo a presenga
do alelo B2, principalmente nos pacientes com DAPA
(0,227) comparado aqueles com DAPO (0,114), pode ser
um fator de risco para a doenga, o que deve ser investiga-
do em casuisticas amplas, incluindo também dosagens
bioquimicas.

Varios polimorfismos do gene [3 para o fibrinogénio,
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além do Bcl I, tém sido investigados e caracterizados em
relacdo ao nivel plasmatico de fibrinogénio, incluindo o
Hae 111 localizado na regido promotora em posicao 455.
Entretanto, ha ainda aspectos polémicos quanto a sua
associagdo com DAP e doenga arterial coronariana (DAC).
Lee et al® encontraram freqiiéncia significantemente au-
mentada do polimorfismo 455G/A em pacientes com DAP
em relacdo aos controles, mas nio para DAC. E possivel
que o loco polimoérfico B Hind I11 (posigao 148), associado
intimamente com 3 Hae 111, afete a interacdo deste sitio
regulador e fatores de transcri¢ao induzidos ou modula-
dos pelo cigarro, que é fator de risco importante para DAC
e DAP e determinante do fibrinogénio plasmatico.*

Nesse contexto, este estudo, embora com resulta-
dos ndo mostrados, registrou tabagismo em 45% dos pa-
cientes com DAPO e 36% daqueles com DAPA, além de
hipertensao arterial (40% e 55%, respectivamente). Nesse
caso, embora ndo detectada no presente trabalho associ-
acao entre polimorfismo Bc/ I e DAP, € possivel que esses
fatores associados a presenca do alelo B2 identifiquem
um subgrupo de pacientes que deve ser caracterizado em
uma casuistica ampla. Em conclusio, embora neste estu-
do DAP ateroscler6tica obstrutiva ou aneurismatica apre-
senta-se indiferente ao polimorfismo B B¢/ 1, a presenga
do alelo B2 associado a outros fatores de risco para doen-
ca aterosclerotica deve ser avaliado.

Abstract

The objective of this study was to analyze the frequencies of the
alleles and genotypes of the gene encoder of the fibrinogen b-
chain in patients suffering from peripheral artery disease. A total
of 62 male Caucasoid patients with ages varying from 38 to 79

vears old were studied. All the patients had clinical symptoms of

peripheral artery disease, which was later confirmed by
angiography. Forty of the patients had atherosclerotic
obstructions of the iliac, femoral or carotid arteries and 22 suffered
from aneurysms of the thoracic, abdominal or thoracoabdominal
aortas. All the patients were submitted to surgery. A control
group was formed of 62 individuals, with ages ranging from 43
to 80 years old, without clinical histories or alterations in their
clinical examinations of peripheral artery disease. Individuals
with renal disease, liver disease or diabetes mellitus were
excluded. Analysis of the fibrinogen b-chain was performed using
polymerase chain reaction and restriction fragment length
polymorphism with Bcl I endonuclease. Three genotypes, B1/B1,
B1/B2 and B2/B2 were identified. Statistical analysis was made
using the Fisher Exact test, odds ratio, Kruskal-Wallis test and
variance analysis (ANOVA). A p-value = 0.05 was considered
significant. The B allele was the most prevalent in both patients
and the control group (0.819 and 0.857, respectively), with
prevalence of the B1/BI genotype in patients and controls (65.9%
vs. 71.4% respectively), followed by B1/B2 (31.8% vs. 28.6%
respectively). No significant difference was observed in relation
to the Bcl I polymorphisms of the fibrinogen b-chain and
obstructive and aneurysmal peripheral artery disease. In
conclusion, the Bl and B2 polymorphisms of the fibrinogen b-
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chain and their respective genotypes do not have any influence in
peripheral artery disease. Rev. bras. hematol. hemoter.
2004,26(3):202-205.

Key words: Fibrinogen genetic polymorphisms; peripheral artery
disease.
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