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Associacao de Niveis Plasmaticos de PAI-1 e Polimorfismo 4G/5G
em Pacientes com Doenca Arterial Coronariana

PAI-1 4G/5G Polymorphism and Plasma Levels Association in Patients with Coronary Artery Disease
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Resumo
Fundamento: O polimorfismo 4G/5G do inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) pode influenciar na expressao
dos niveis plasmaticos de PAI-1. Niveis elevados de PAI-1 estao associados a Doenca Arterial Coronariana (DAC).

Objetivo: Neste estudo, foi investigada a influéncia do polimorfismo 4G/5G nos niveis plasmaticos do PAI-1 e sua
associacao com a extensao da DAC avaliada pela angiografia.

Métodos: Amostras de sangue de 35 individuos apresentando artérias coronarias angiograficamente normais, 31
apresentando ateromatose leve/moderada, 57 apresentando ateromatose grave e 38 individuos saudaveis (controles)
foram avaliados. O polimorfismo 4G/5G do PAI-1 foi determinado utilizando-se a reacao em cadeia da polimerase (PCR)
alelo-especifica. Os niveis plasmaticos de PAI-1 foram quantificados por ELISA (American Diagnostica).

Resultados: Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos para sexo, idade e indice de massa corporal. Os
niveis plasmaticos de PAI-1 e a frequéncia do genétipo 4G/4G foram significativamente maiores no grupo ateromatose
grave em comparacao aos demais grupos (p <0,001). Além disso, pacientes com o genétipo 4G/4G (r = 0,28; p <0,001)
apresentaram niveis plasmaticos de PAI-1 significativamente mais elevados do que aqueles com o genétipo 5G/5G (r =
0,02; p = 0,4511). Na regressao logistica, apenas os niveis de PAI-1 foram associados de forma independente a estenose
coronariana > 70% (p <0,001).

Conclusao: O achado mais importante deste estudo foi a associacao entre o genétipo 4G/4G, o aumento de niveis plasmaticos
de PAI-1 e a estenose coronariana superior a 70%. Permanece a divida se os niveis elevados de PAI-1 constituem um fator
decisivo para o agravamento da aterosclerose ou se pode ser considerado uma consequéncia da mesma. (Arq Bras Cardiol
2011;97(6):462-467)

Palavras-chave: Inibidor 1 de ativador de plasminogénio/genética, polimorfismo genético, doenca das coronarias.

Abstract
Background: Type-1 plasminogen activator inhibitor (PAI-1) 4G/5G polymorphism may influence the PAI-1 expression. High plasma levels of
PAI-1 are associated with coronary artery disease (CAD).

Objective: This study investigated the influence of PAI-1 4G/5G polymorphism on plasma PAI-1 levels and its association with CAD assessed
by coronary angiography.

Methods: Blood sample of 35 individuals with angiographycally normal coronary arteries, 31 indlividuals presenting mild/moderate atheromatosis, 57
individuals presenting severe atheromatosis and 38 healthy individuals (controls) were evaluated. In patients and controls, the PAI-1 4G/5G polymorphism
was determined by PCR amplification using allele-specific primers. Plasma PAI-1 levels were quantified by ELISA assay (American Diagnostica).

Results: No difference was found between groups regarding age, gender and body mass index. Plasma PAI-1 levels and 4G/4G genotype frequency
were significantly higher in the severe atheromatosis group compared to the other groups (p<0.001). Furthermore, patients with 4G/4G genotype
(r=0.28, p<0.001) had significantly higher plasma PAI-1 levels than those with 5G/5G genotype (r=0.02, p=0.4511). In addition, in a multiple
logistic regression model, adjusted for all the other variables, PAI-T was observed to be independently associated with CAD > 70% (p<0.001).

Conclusion: The most important finding of this study was the association between 4G/4G genotype, high plasma PAI-1 levels and coronary
stenosis higher than 70% in Brazilian individuals. Whether high plasma PAI-1 levels are a decisive factor for atherosclerosis worsening or it is a
consequence remains to be established. (Arq Bras Cardiol 2011;97(6):462-467)
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Introducao

O principal inibidor da fibrinélise é o inibidor do ativador
do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), que é o inibidor primdrio do
ativador fisiolégico do plasminogénio (t-PA). Niveis plasméaticos
elevados de PAI-1 foram relatados em pacientes sobreviventes
de Infarto do Miocardio (IM) em comparagao com a populacao
em geral, e esse aumento esta correlacionado com a recorréncia
de IM'2, Disfuncao fibrinolitica tem estado associada a Doenga
Arterial Coronariana (DAC) e IM.

A insercao ou exclusao de um nucleotideo na regiao
promotora do gene do PAI-1 (-675 4G/5C) foi identificada em
675 pares de bases antes do inicio da transcrigao®. Individuos
homozigotos para a delegao 4G/4G possuem elevados niveis
plasméticos de PAI-1, portadores de 5C/5G possuem niveis
reduzidos, e individuos heterozigotos 4G/5G possuem niveis
intermedidrios*®. A incapacidade de ligar uma proteina
transcricional repressora esteve associado com o alelo 4G,
resultando em maior expressao de mRNA de PAI-1 e maior
nivel plasmético do mesmo na circulagao®. Niveis plasmaticos
de PAI-T podem ser influenciados por idade, sexo, obesidade,
hipertensao, tabagismo, hipercolesterolemia e polimorfismos
genéticos, incluindo polimorfismo -675 4G/5G%’. Niveis
plasméticos elevados de PAI-1 podem prejudicar o sistema
fibrinolitico e promover a permanéncia do coagulo de fibrina.
Portanto, a genotipagem desse polimorfismo pode ser relevante
para avaliar o desempenho do sistema fibrinolitico em pacientes
com diagnéstico estabelecido de DAC.

Existem dados limitados e controversos em relacao ao impacto
do polimorfismo 4G/5G do gene do PAI-1 na extensao da DAC.
Esse polimorfismo esta envolvido na CAD, com o maior risco
em homozigotos 4G/4G em algumas populages?, mas nao em
outras’. O papel do polimorfismo PAI-T em pacientes brasileiros
que sofrem de DAC néo foi estabelecido até o momento. A
frequéncia de distribuicao do gene PAI-1 foi estudada para testar
a hipétese de que o gendtipo 4G/4G favorece a gravidade da
DAC em individuos submetidos a angiografia coronariana

Métodos

Individuos e desenho do estudo

A aprovagao para o estudo foi concedida pelo Hospital
Socor e 0 Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais. O consentimento informado foi obtido de
todos os participantes, e os detalhes clinicos relevantes para
cada individuo foram registrados. Entre esses detalhes,
destacam-se dados pessoais e demograficos, histérico familiar,
fatores de risco e resultados de angiografia coronariana
que foram inicialmente registrados por trés cardiologistas
independentes (tab. 1). Um total de 123 individuos do sexo
masculino e feminino presentes na clinica de angiografia
coronariana do Departamento de Hemodindmica do Hospital
Socor de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, com idade
entre 42 a 69 anos, foram estudados. Com base nos resultados
da angiografia coronariana, os participantes foram classificados
em trés grupos: artérias angiograficamente normais (n = 35),
ateromatose leve/moderada (n = 31) e ateromatose grave (n =
57). O grupo com ateromatose grave também foi subdividido
de acordo com o nlimero de artérias afetadas em ateromatose

grave em um vaso (SA-1, n = 16), dois vasos (SA-2, n = 13) e
trés ou mais vasos sanguineos afetados (SA -3, n = 28). Todos
os pacientes tinham histérico de angina estavel. No entanto,
nenhum dos pacientes tinha tido infarto do miocardio recente
ou angina instavel (pelo menos nos dGltimos trés meses),
insuficiéncia cardiaca congestiva, distirbios de coagulagao,
problemas renais, doenga hepatica ou autoimune ou cancer,
ou estavam em tratamento com warfarin ou em terapia de
modificagao lipidica. No mesmo periodo, 38 individuos
saudaveis foram selecionados a partir da comunidade em
geral (grupo controle), com idade média e indice de Massa
Corpérea (IMC) semelhante a média dos trés grupos de
pacientes. No entanto, este estudo ndo tinha a intengao de
desenvolver um estudo do tipo caso-controle.

Angiografia

A angiografia coronariana foi realizada pela via percutanea
transfemoral. As imagens foram gravadas digitalmente e todas as
angiografias foram analisadas por trés cardiologistas experientes
que nao tinham conhecimento dos detalhes clinicos dos
pacientes. Apenas os pacientes que tiveram trés resultados
idénticos foram selecionados. A extensdo e a progressao da
DAC angiograficamente documentada foram classificadas da
seguinte forma:

1. Artérias corondrias normais (sem estenose angiografica)

2. Leve (até 30% de estenose do didmetro luminal em uma
ou mais artérias coronarias)

3. Moderada (de 30% a 70% de estenose do diametro
luminal em uma ou mais artérias corondrias)

4. Grave (estenose maior que 70% do diametro luminal em
uma ou mais artérias corondrias)

Coleta de amostras e determinacoes laboratoriais

Amostras de sangue venoso periférico foram coletadas em
jejum de cada participante antes da angiografia. Quatro mL e
meio de sangue foram coletados em tubos vacutainer contendo
3,8% de citrato trissodico anticoagulante (Becton-Dickinson)
utilizando uma agulha calibre 21. Além disso, 5 mL foram
coletados em um tubo sem anticoagulante e 5 mL com EDTA.
As amostras foram imediatamente centrifugadas por 15 minutos
a 1.100 g. O plasma e o soro foram imediatamente isolados
e as aliquotas foram armazenadas a -70 2C para a analise dos
lotes. As amostras de sangue com EDTA foram submetidas a
extracao do DNA genomico utilizando o sistema de purificagao
de Wizard (Promega, Inc.). A dosagem do PAI-1 foi realizada
utilizando aliquotas de plasma com o kit de diagnéstico
IMUBIND® Plasma PAI-1 ELISA (American Diagnostica® Inc. —
USA) de acordo com as instrugoes do fabricante.

O polimorfismo 4G/5G foi determinado utilizando a
reagdo em cadeira da polimerase (PCR) alelo-especifica,
como ja descrito®. As reagdes de PCR foram realizadas em
um termociclador PCR PT100 (M] Research, Waltham, EUA)
usando 1 pMol de cada primer (Invitrogen®, Sao Paulo,
SP), 0,2 mM de dNTPs (GIBCO BRL®, Sao Paulo, SP), e 1
unidade de Taq polimerase (Phoneutria®-Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil). As reagcbes de PCR foram submetidas a
15 ciclos constituidos por 1 min a 95 °C para desnaturagao, 1
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minuto a 59 °C para o anelamento do primer e 1 mina 72 °C
para a extensao do primer, precedida por uma etapa inicial de
desnaturagao a 95 °C por 5 minutos, seguidos de 20 ciclos com
anelamento a 52 °C e terminando com um espagamento de 72
°C por 5 minutos. DNAs de individuos previamente analisados
foram incluidos em cada amostra a fim de controlar a atividade
enzimdtica. As amostras foram entao analisadas por eletroforese
em gel de acrilamida em banho de prata.

Consideracoes estatisticas

Os dados foram analisados pelo software Sigma Stat versao
1.0 utilizando-se ANOVA ou Kruskal-Wallis em classificagbes
seguidas pelo teste de Tukey. Varidveis categéricas (fatores
de risco e polimorfismo 4G/5G) foram analisadas usando o
teste do qui-quadrado. O teste de Spearman foi utilizado
para a correlagao entre o estado de polimorfismo (variavel
categorica) e PAI-1 plasmatico (varidvel continua) e entre DAC
(variavel categdrica) e PAI-1 (varidvel continua). Utilizou-se
o teste goodness-of-fit X* para confirmar se as frequéncias
genotipicas observadas eram consistentes com as esperados
sob a hipétese de Hardy-Weinberg. Além disso, utilizou-se a
regressao logistica mdltipla, pois as varidveis nao podem ser
consideradas independentes.

Nesse modelo, DAC > 70% foi considerada como variavel
dependente. O tamanho da amostra foi calculada considerando
os valores médios obtidos e os desvios-padrao para PAI-1 com
base em um estudo piloto que incluiu 50 amostras. O nivel de
erro alfa ou nivel de confianga foi de 5% correspondente a um
intervalo de confianca de 95%. O nivel de erro beta ou poder
estatistico [1 - beta] foi de 20%. A poténcia estatistica calculada
(erro tipo Il ou beta), com nivel de erro alfa de 5% foi de 97,3%.
Assim, um tamanho minimo de uma amostra satisfatéria para
avaliar niveis plasmaticos poderia ser de 15 individuos em cada
grupo. Tendo em vista que o grupo com ateromatose grave foi

Caracterizagdo dos grupos estudados

subdividido, o tamanho minimo da amostra foi definido de
acordo com o coeficiente de variagao descrito anteriormente na
literatura, considerando-se uma variagao de dez por cento para
um ndmero médio e um ndimero minimo de onze individuos
por grupo. Foram encontradas diferencas estatisticas com 5%
de nivel de significancia. Para os genétipos do polimorfismo
4G5G do PAI-1, considerando a variagao observada do alelo
e frequéncias genotipicas de diferentes estudos, o tamanho da
amostra calculada foi de um minimo de 29 individuos em cada
grupo com um nivel de erro alfa de 5%, intervalo de confianga
de 95% e poder estatistico de 80% (1-beta).

Resultados

A caracterizagao dos grupos, incluindo sexo e idade, bem
como os fatores de risco associados com a aterosclerose, nimero
de individuos e percentual de cada variavel sao apresentados
na tabela 1. Os quatro grupos estudados apresentaram
homogeneidade em relacio a idade, sexo e indice de massa
corpdrea. Observou-se uma diferenga significativa o parametro
tabagismo para o grupo com ateromatose grave em comparagao
com o grupo angjograficamente normal (p = 0,02). Com relagao
a um estilo de vida sedentério, os grupos com ateromatose
leve/moderada e grave mostraram-se significativamente
diferentes do grupo controle e angiograficamente normal (p <
0,05). Parametros do perfil lipidico convencional também sao
apresentados na tabela 1 como médias e desvios-padrao. Nao
foram encontradas diferengas significativas entre os grupos para
colesterol total, HDL e LDL. Apenas os niveis de triglicerideos
foram significativamente menores no grupo controle em
comparagao com os outros.

Os resultados dos niveis plasmaticos do PAI-1 e polimorfismo
4G/5G sao apresentados na tabela 2. Os niveis plasméticos do
PAI-1 mostraram-se significativamente maiores no grupo com
ateromatose grave do que nos demais (p < 0,001). O grupo

Artérias angiograficamente

Ateromatose leve/

Controles normais moderada Ateromatose grave p
n 38 35 31 57
Homens 18 (47%) 16 (46%) 17 (55%) 31 (54%) 0,341
Idade (anos) 59+6 59+7 59+9 60+8 0,299
IMC (kg/m?) 26+4 25+4 265 25+3 0,204
Fumante (%) 0 6 (17%) 8 (25%) 23 (40%) 0,020
Hipertensao 0 31(88%) 25 (80%) 48 (84%) 0,543
Estilo de vida sedentario 20 (52%) 33 (94%) 23 (74%) 43 (75%) <0,01
Historico familiar 9(23%) 14 (40%) 18 (58%) 29 (50%) 0,124
Diabete melito 0 5 (14%) 7(22%) 8 (14%) 0,354
Colesterol total (mg/dL) 179 + 40 206 + 49 203 + 56 201 £44 0,821
HDL (mg/dL) 47+8 43+9 43+9 42+9 0,734
LDL (mg/dL) 113+ 36 129 £ 45 125 + 46 127 +39 0,811
Triglicerideos (mg/dL) 96 +43 167 £ 73 170 £ 82 159 + 66" <0,001

As diferengas significativas entre os grupos séo indicadas pelo simbolo * vs controles (ANOVA, apés transformagéo de log); IMC - Indice de Massa Corpérea.
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com ateromatose grave também parece ter maior frequéncia de
gendtipo 4G/4G e menor frequéncia de 4G/5G em comparagao
com os outros grupos. Nenhuma diferenca significativa foi
observada no genétipo 5G/5G entre os grupos. Nenhum desvio
do equilibrio de Hardy-Weinberg foi observado. Quando o grupo
com ateromatose grave foi subdividido, os participantes com um
vaso sanguineo afetado apresentou maiores niveis de PAI-1, em
comparagao com dois e trés vasos sanguineos afetados (fig. 1).

Niveis plasmaticos do PAI-1 de acordo com genétipos PAI-1

A regressao linear mostrou que o PAI-1 pode ser previsto
a partir de uma combinagao linear de DAC (r = 0,47, p
< 0,0001). De fato, uma vez que esses resultados foram
analisados usando um modelo de regressao logistica bindria,
ajustado para todas as outras varidveis, o PAI-1 parece estar
independentemente associado com DAC > 70% (p < 0,001).
Essa observagao foi confirmada pela razao de chances obtida
para o PAI-1 (2,358, 95%, IC = 1,085-9,432, p < 0,001).

Artérias angiograficamente

Ateromatose leve/

Controles normais moderada Ateromatose grave p
n 38 35 31 57
PAI-1 (ng/mL) 28,1(22,9-38,7) 349(27,9-424) 40,5 (34,2-51,8) 66,6 (44,7 - 91,6) <0,001
4G/AG 12 (31%) 10 (28%) 9 (29%) 27 (43%)t <0,001
PAI-1 (ng/mL) 27,9(23,6-384) 31,0 (25,4 - 36,2) 33,8 (31,8 -50,9) 458 (28,4 -T74,6) 0,002
5G/5G 14 (36%) 12 (34%) 11 (35%) 20 (35%) 0,434
PAI-1 (ng/mL) 32,0 (19,9-39,1) 38,3 (23,4 -52,6) 49,9 (39,1-55,2) 74,4 (47,7 -95,6) 0,005
4G/5G 12 (31%) 13 (37%) 11 (35%) 10 (22%)* <0,001

PAI-1 (ng/mL)

27,2 (23,8 -37,6)

349 (31,1-39,1)

39,6 (36,9 - 46,9)

84,1 (64,1 - 102,5)

<0,001

Niveis de PAI-1 séo expressos como mediana (intervalo interquartil) e porcentagem de presenga do polimorfismo 4G/5G nos grupos estudados. (*) e (*) indicam diferenga

significativa vs todos os outros grupos, (*) Kruskal-Wallis, (7) teste do qui-quadrado.

300 =
* *
250 —
200 —
)
E *
(2]
£ N
< 150 = *
< N
o
100 —
50 = | |
I I 1 | | |
0
Controles NAn ALM SA SA-1 SA-2 SA-2
n=38 n=35 n=31 n=57 n=16 n=13 n=28

Distribuigao dos niveis plasmaticos de PAI-1 entre grupos controles, artérias angiograficamente normais (NAn), ateromatose leve/moderada (ALM) e ateromatose
grave (SA) grupos com um (SA-1), dois (SA-2) e trés ou mais vasos afetados (SA-3). Cada caixa representa a mediana e o intervalo interquartil de valores, com as
barras I (whiskers) estendidas para os valores minimo e méaximo. A &rea cinza representa os valores de referéncia (0 - 47ng/mL). (* ) Indica diferengas significativas

comparadas aos grupos controle, NAn e ALM (p < 0,01).
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Além disso, os niveis plasméticos de PAI-1T mostraram uma
associagao positiva e significativa com o genétipo 4G/4G
(r=0,28, p < 0,001).

Discussao

Varios autores tém demonstrado a associagao de
elevados niveis de PAI-1 com a presenca de DAC. Esses
resultados corroboram o conceito da contribuigao de
fibrina intravascular na aterotrombogénese'®. A diminuicao
da atividade fibrinolitica, causada principalmente pelo
aumento da concentragao plasmatica do PAI-1, tem
estado associada com a DAC em diversos estudos''. Neste
estudo, os niveis plasmaticos de PAI-1 mostraram-se
significativamente maiores no grupo com ateromatose grave
em comparagdo com os outros grupos (tab. 2). As médias
obtidas para os subgrupos SA-1, SA-2 e SA-3 também foram
significativamente elevadas em relacao ao grupo controle
e o grupo angiograficamente normal (fig. 1). Esses dados
mostram uma associagdo entre a concentragao plasmaética
de PAI-1 e a gravidade da DAC, considerando uma estenose
com porcentagem maior que 70%, independentemente do
nimero de artérias afetadas. Apds o ajuste para fatores de
risco e outras variaveis, os resultados da andlise multivariada
podem ser inferidos sobre uma associagao independente
entre os niveis plasmaticos do PAI-1 e a presenga de
estenose da artéria coronariana superiora 70% (p < 0,001).
O subgrupo SA-1 também mostrou diferenga significativa
em comparagdo com o grupo com ateromatose leve/
moderada (p = 0,004, fig. 1).

Outro achado do presente estudo foi a associagao entre
o gendtipo 4G/4G, aumento dos niveis plasmaticos de PAI-
1 (r = 0,28, p < 0,001) e estenose da artéria coronaria
com obstrugao superior a 70%, sugerindo que a presenga
do alelo 4G pode ter influenciado o aumento dos niveis
plasméticos de PAI-1, e que esse aumento pode ter afetado
o sistema fibrinolitico, sendo assim um fator decisivo para
a progressao da aterosclerose nos individuos avaliados.
Estudos anteriores haviam demonstrado a associacdo entre
o alelo 4G, alta concentragao de PAI-1 e DAC'*"®, Embora
essa associagdo possa ser uma correlagao promissora,
nao pode ser demonstrada em todas as populagoes'”".
Este é o primeiro estudo a demonstrar essa correlacdo na
populagao brasileira. Os niveis plasmaticos de PAI-1 podem
ser influenciados por diversos fatores®, dentre os quais
fatores genéticos. Hong e cols.?" mostraram que 42% das
variagoes encontradas nos niveis plasmdticos de PAI-1 se
deram por fatores genéticos, em um estudo envolvendo a
populagao sueca. Naram e cols.", examinando a populacao
sul-africana, observaram que niveis plasmdticos inferiores
de PAI-1 foram obtidos entre a populagdo negra em
comparagao com caucasianos. Os autores concluiram que
a principal razao para a detecgao de baixos niveis de PAI-
1 em individuos negros foi a baixa prevaléncia do alelo
4G nesse grupo de individuos. Embora a etnia influencie
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0s niveis plasmdticos de PAI-1, este estudo ndao mostrou
diferencas significativas nos niveis PAI-1 para os diferentes
grupos étnicos. O desenho do estudo poderia justificar tal
achado porque o grupo estudado neste trabalho (n = 161)
foi composto de 30,9% de caucasianos, 26,8% de negros
e 42,3% de mesticos, porém uniformemente distribuidos
em trés grupos, mostrando diferencas estatisticamente
significativas entre eles para as diferentes etnias. A
frequéncia de alelos 4G e 5G descritos para a populagao
brasileira, que apresenta uma variedade de grupos étnicos,
ainda ndo foi completamente estabelecida na literatura.
Neste estudo, 51% dos participantes (n = 161) tinham
alelo 4G, enquanto 49% tinham o alelo 5G.

Se 0 aumento nos niveis plasmaticos de PAI-T é um
fator decisivo para o agravamento da aterosclerose ou seus
niveis mais elevados sao uma consequéncia dessa lesao
ainda esta para ser esclarecido. O PAI-1 foi estudado em
diferentes contextos com fisiopatologia trombética. O PAI-1
também desempenha um papel importante na transdugao
de sinal, adesao celular e migracao'. Em casos de artérias
comprometidas, hd uma populacao heterogénea de células
que podem estar sintetizando o PAI-1". Essas observagoes
sugerem que O PAI-1 pode estar envolvido na DAC como
resultado da inicializagdo e progressao da ateromatose com
maior acimulo de fibrina, seja por efeito de fibrindlise
diminuida ou por meio do aumento da resposta da sintese
via realimentacgao.

Conclusao

O achado mais importante deste estudo foi a associagao
entre o genétipo 4G/4G, elevados niveis plasmaticos de
PAI-1 e estenose coronariana superior a 70% em individuos
brasileiros. A relacdo observada com ateromatose grave
mostrou-se independente do tabagismo, hipertensao
arterial, sedentarismo, histérico familiar e perfil lipidico.
Esses dados ap6iam a hipétese de que o PAI-1 desempenha
um papel na patogénese da aterosclerose ou na sua
principal manifestagao clinica, a DAC. Ainda nao foi
estabelecido se elevados niveis plasméticos de PAI-1 sao
um fator decisivo para o agravamento da aterosclerose ou
se sao uma consequéncia.
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