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Resumo

A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) é uma das endocrinopatias mais comuns
entre mulheres em idade reprodutiva em todo o mundo. Suas caracteristicas tipicas
compreendem hiperandrogenismo, oligomenorréia, anovulacdo e ovarios com
morfologia policistica que podem causar diversas complicacbes reprodutivas e
metabdlicas como resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2. Além disso,
mulheres portadoras da SOP apresentam distarbios hemostaticos com prejuizo no
sistema fibrinolitico, 0 que aumenta o risco de eventos cardiovasculares. O Inibidor da
Fibrindlise Ativado pela Trombina (TAFI) e o Inibidor do Ativador do Plasminogénio
tipo 1 (PAI-1) desempenham importante papel na regulacdo do sistema fibrinolitico.
Diversos estudos demonstraram que as mulheres com SOP apresentam niveis
elevados de TAFI e PAI-1, o que compromete seu potencial fibrinolitico, além disso,
varios polimorfismos do gene do TAFI e do PAI-1 tem sido descritos associados aos
niveis plasméaticos dessas proteinas. O objetivo deste trabalho foi avaliar as
frequéncias dos polimorfismos rs3742264, rs1926447 e rs940 do gene do TAFI e dos
polimorfismos rs2227631 e rs1799889 do gene do PAI-1 e sua correlacdo com os
parametros metabdlicos, hormonais e hemostaticos em mulheres portadoras da
sindrome dos ovérios policisticos. Foi selecionado um total de 97 mulheres com SOP
(caso) diagnosticadas de acordo com os critérios de Rotterdam e 99 mulheres higidas
(controle). Foram obtidas amostras de sangue venoso para as andlises bioquimicas e
extracdo do DNA. Os polimorfismos foram analisados por meio de técnicas de Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR alelo-especifica, PCR seguida de restricdo enzimatica
- RFLP e PCR em tempo real). Foram encontrados niveis elevados de TAFI e PAI-1
nas portadoras da SOP. Portadoras do gendétipo GG do rs940 apresentaram niveis
mais elevados de TAFI tanto na avaliacdo individual do grupo SOP, quanto na
avaliacdo de toda a populacdo em um unico grupo. Mulheres com SOP carreadoras
do gendtipo AA do polimorfismo rs2227631 do gene do PAI-1 apresentaram niveis
mais elevados dessa proteina em comparacdo ao grupo controle. A analise
multivariada de regressao logistica apresentou associacdo independente dos niveis
de TAFI, de testosterona e a circunferéncia abdominal com a SOP. Os resultados
encontrados sugerem que os niveis plasmaticos de TAFI e PAI-1 foram associados

com o desenvolvimento da SOP, os polimorfismos do TAFI e do PAI-1 influenciaram



em seus niveis plasmaticos, além da associacdo independente do TAFI, da

testosterona e da circunferéncia a sindrome.

Palavras-chave: Sindrome do ovario policistico. Ovario — doengas — Teses. Trombina

- Teses. Inibidor 1 de ativador de plasminogénio. Polimorfismo (Genética) - Teses.



Abstract

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is one of the most frequent endocrinopathies
amongst women of reproductive age. Its typical characteristics include
hyperandrogenism, oligomenorrhea, anovulation and polycystic ovarian morphology
that can lead to various reproductive and metabolic complications, such as insulin
resistance and type 2 diabetes mellitus. In addition, women with PCOS present
hemostatic disorders with damage to the fibrinolytic system, which increases the risk
of cardiovascular events. Thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI) and
Plasminogen activator inhibitor type-1 (PAI-1) play an important role in the regulation
of the fibrinolytic system. Several studies have shown that women with PCOS have
high levels of TAFI and PAI-1, this compromises their fibrinolytic potential, and several
polymorphisms of the TAFI and PAI-1 gene have been described associated with the
plasma levels of these proteins. This study was conducted in order to investigate
frequencies of polymorphisms rs3742264, rs1926447 e rs940 of TAFI gene as well
polymorphisms rs2227631 e rs1799889 of PAI-1 gene and their correlations with
metabolic parameters, hormonal and hemostatic in women with PCOS. Ninety-seven
women with PCOS diagnosed according to the Rotterdam criteria and 99 women
without the syndrome (control) were selected. Venous blood samples were obtained
for biochemical analysis and DNA extraction. The polymorphisms were analyzed using
Polymerase Chain Reaction techniques (allele-specific PCR, PCR followed by enzyme
restriction - RFLP and real-time PCR). Patients with PCOS presented elevated levels
of TAFI and PAI-1. Carriers of rs940GG genotype had higher levels of TAFI in both
individual evaluation of the PCOS group and the evaluation of entire population in a
single group. Women with PCOS carrying AA genotype of rs2227631 polymorphism of
PAI-1 gene presented higher levels of this protein compared to the control group. The
multivariate logistic regression model showed an independent association of TAFI
levels, testosterone and abdominal circumference in PCOS. The results suggest that
plasma levels of TAFI and PAI-1 were associated with the development of PCOS, and
that TAFI and PAI-1 polymorphisms influenced their plasma levels, as well as the
independent association of TAFI, testosterone and circumference with the syndrome.

Keywords: Polycystic ovary syndrome, TAFI, PAI-1, hypofibrinolysis, polymorphisms.
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1 Introducéo

A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) é um dos distirbios endécrinos mais
comuns em mulheres em idade reprodutiva em todo o mundo, com prevaléncia
aproximada de 7-15% (AZZIZ, 2016; KOKOSAR et al., 2016; LIZNEVA et al., 2016).
Hiperandrogenismo, oligomenorréia, anovulacdo e ovarios com morfologia policistica
sdo as caracteristicas tipicas da SOP e podem levar a complica¢cbes reprodutivas,
metabdlicas e psicologicas, como ansiedade e depressdo (KOKOSAR et al., 2016).
Dentre as desordens metabdlicas associadas a esta sindrome, destacam-se a
resisténcia a insulina com hiperinsulinemia compensatoria, risco elevado de
intolerancia a glicose e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (PASQUALI et al., 2011). Além
disso, as portadoras da sindrome dos ovarios policisticos apresentam elevado risco
para morbidade cerebrovascular, doenca arterial coronariana e dislipidemia
aterogénica (LIZNEVA et al., 2016).

Distarbios nos sistemas de coagulacdo e fibrindlise também sado frequentemente
encontrados nas mulheres com SOP, incluindo o estado pré-trombético, o qual é
caracterizado por hipercoagulabilidade e hipofibrindlise (VAUGHAN, 2011; SHAN et
al., 2013). A reducéo da fibrindlise est& associada classicamente ao desenvolvimento
de infarto agudo do miocéardio (LONGSTAFF & KOLEV, 2015), o que justifica a maior
prevaléncia deste desfecho em mulheres com SOP. Assim, o desequilibrio
hemostético contribui para eventos cardiovasculares (TOFLER et al., 2016; WANG et
al., 2016) e marcadores da atividade hemostatica possuem valor preditivo importante
para essas doencas (GONG et al., 2012; MANSUR & FAVARATO, 2012; CAGLIYAN
et al., 2013).

Diversos estudos evidenciaram a importancia do Inibidor da Fibrinélise Ativado pela
Trombina (TAFI) e do Inibidor do Ativador do Plasminogénio tipo 1 (PAI-1) na
regulacdo da fibrindlise (CRAEN et al., 2012; IWAKI et al., 2012; LONGSTAFF &
KOLEV, 2015; PLUG & MEIJERS, 2016). Alguns estudos demostraram que as
mulheres com SOP apresentam niveis elevados de PAI-1 (MANNERAS-HOLM et al.,
2011; WANG et al., 2015) e TAFI (DE MENDONCA-LOUZEIRO et al., 2013; DE
MENDONCA-LOUZEIRO et al., 2015), o que compromete seu potencial fibrinolitico.
Além disso, varios polimorfismos do gene do TAFI e do PAI-1 tém sido descritos

associados aos niveis dos respectivos antigenos, sugerindo, dessa forma, que o0s
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niveis plasmaticos de marcadores da fibrindlise teriam importante dominio genético
(NADERI et al., 2013; LIU et al., 2014; PLUG & MEIJERS, 2015; WANG et al., 2015).
Tendo em vista a elevada prevaléncia da SOP e suas complicacdes cardiovasculares,
torna-se pertinente a avaliacdo do papel do TAFI e do PAI-1, como importantes
marcadores da atividade fibrinolitica, em mulheres com SOP e, oportunamente, sua
associacdo com os polimorfismos dos genes TAFI e PAI-1, bem como a correlacéo
com parametros bioquimicos e hemostéaticos. Na populagéo brasileira, essa relacéo
ainda nao foi investigada.

O presente trabalho contribui de maneira efetiva para aumentar o entendimento da
relacdo entre SOP e as doencas cardiovasculares, além de proporcionar novas
abordagens para diagndstico e terapéutica.

Diante do exposto, surgiram algumas indaga¢gfes que nortearam esse estudo, a
saber:

Os niveis de TAFI e PAI-1 estdo elevados em mulheres com SOP

guando comparado a um grupo controle higido?

Como se comportam as distribui¢cdes dos alelos e genétipos dos genes
do TAFI e PAI-1 em mulheres com SOP em relacdo as participantes
higidas?

Como os alelos e os genotipos dos marcadores da fibrindlise influenciam
parametros metabdlicos, hormonais e bioquimicos nos grupos de
mulheres estudadas?

e Os parametros hemostaticos podem ser influenciados pelos
polimorfismos do TAFI e PAI-1?

Desta forma, acredita-se que o presente estudo podera contribuir para:
e Maior conhecimento do papel de TAFI e PAI-1, bem como de
polimorfismos em seus genes na SOP.
e Melhor entendimento sobre a influéncia exercida por estes
polimorfismos nos marcadores da fibrindlise, no metabolismo hormonal
e bioquimico.
e Maior conhecimento das possiveis interagcdes entre os gendtipos de

TAFI e PAI-1 e fatores de risco cardiovascular na populacao estudada.
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e Entendimento entre as relagdes dos polimorfismos dos marcadores da
fibrindlise com os niveis plasmaticos do marcador de

hipercoagulabilidade dimero-D em mulheres higidas e com SOP.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar as frequéncias de polimorfismos nos genes do TAFI e do PAI-1 e correlaciona-
las com os niveis plasmaticos destas proteinas, bem como com parametros
metabdlicos, hormonais e hemostaticos em mulheres com a sindrome dos ovarios

policisticos.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Comparar, entre o grupo de mulheres com SOP e um grupo de mulheres higidas,
0S seguintes parametros:
- Afrequéncia dos polimorfismos rs1926447 (Thr325Ile), rs3742264 (Alal47Thr)
e rs940 (1542C>G) do gene do TAFI;
- A frequéncia dos polimorfismos rs2227631 (-844A>G) e rs1799889 (-675
4G>5G) do gene do PAI-1;
- Os niveis de TAFI, PAI-1 e dimero-D.

2.2.2 Correlacionar a presenca dos polimorfismos citados com os niveis de TAFI e
PAI-1, bem como com outros parametros metabdlicos, hormonais e hemostaticos nos
dois grupos estudados;

2.2.3 Avaliar a associacao independente das variaveis estudadas com a SOP.
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3 Referencial tedérico

3.1 Sindrome dos Ovérios Policisticos

A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) é a disfuncédo enddcrina mais comum em
mulheres em idade reprodutiva de todo o mundo, com prevaléncia aproximada de 7-
15% e apresentando grande heterogeneidade no seu quadro clinico. Embora sua
fisiopatologia seja desconhecida, pode-se afirmar que o hiperandrogenismo, a
resisténcia a insulina e alteragcbes na dinamica das gonadotrofinas sdo os mais
importantes mecanismos fisiopatolégicos envolvidos (AZZIZ, 2016; KOKOSAR et al.,
2016).

A SOP foi originalmente descrita em 1935 por Stein e Levethal como uma desordem
reprodutiva caracterizada por oligomenorréia, hirsutismo (hiperandrogenismo) e
morfologia de ovarios policisticos (STEIN & LEVENTHAL, 1935).

Atualmente, a sindrome € associada a alteracdes metabdlicas como a resisténcia a
insulina e a hiperinsulinemia compensatoria, que sdo aceitas como principais fatores
ligados a alteracdo da sintese e metabolismo de andrégenos, além de risco elevado
de intolerdncia a glicose, sindrome metabdlica e diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
Disfuncdo menstrual, infertilidade, diabetes gestacional e complica¢cdes neonatais séo
transtornos reprodutivos e obstétricos também relacionados (PASQUALI et al., 2011,
SHIVAPRAKASH et al., 2013; LIZNEVA et al., 2016).

Algumas hipéteses tentam explicar a fisiopatologia das alteragdes hormonais nas
mulheres com SOP, dentre as quais: 1) aumento da producdo dos andrégenos
ovarianos resultante da falha na sintese de esteroides; 2) irregularidade na acéo e
secrecdo da insulina, gerando resisténcia a insulina e hiperinsulinemia; 3) defeito
primario neuroenddécrino que provoca aumento da frequéncia de pulso e amplitude do
horménio luteinizante (LH); e 4) elevacdo da sintese dos androgenos adrenais
(DIAMANTI-KANDARAKIS & DUNAIF, 2012; CONWAY et al., 2014; HAYES et al.,
2015; BARBOSA et al., 2016).
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3.2 Hiperandrogenismo

As diretrizes e consensos a respeito do diagnéstico da SOP utilizam os termos
“hiperandrogenemia” e “hiperandrogenismo” em suas definigdes. O termo
hiperandrogenemia (ou hiperandrogenismo bioquimico) refere-se ao aumento das
concentracfes de androgenos no sangue, enquanto o hiperandrogenismo é o termo
utilizado para descrever os sinais clinicos em decorréncia do aumento da acdo desses
andrégenos. O quadro clinico do hiperandrogenismo € de gravidade variavel, podendo
provocar efeitos sistémicos que vao de hirsutismo, acne, alopecia, disturbios
menstruais e infertilidade, além de virilizacdo, até obesidade central e disfuncdes
psicoldgicas (AZZIZ et al., 2009; BARTH et al., 2010).

Os andrégenos podem ser sintetizados pela via do colesterol e/ou pela “via de atalho”
a partir da deidroepiandrosterona circulante. Os principais andrégenos circulantes sao
a testosterona, androstenediona, deidroepiandrosterona (DHEA) e sulfato de
deidroepiandrosterona (DHEAS). A fisiopatologia das manifestacbes cutaneas do
hiperandrogenismo pode ser justificada pelo fato de que a pele e a unidade
pilossebacea séo estruturas alvo dos androgenos que expressam diversos receptores
para estes horménios (CHEN & ZOUBOULIS, 2009; BIASON-LAUBER et al., 2013).

Dentre as manifestacdes cutaneas, o hirsutismo € a mais frequente e pode causar
influéncias psicolégicas negativas, especialmente em mulheres mais jovens
(ESCOBAR-MORREALE et al., 2012). Sua presenca tem sido quantificada através da
utilizacdo da escala de Ferriman-Gallwey, que avalia o crescimento excessivo de
pelos terminais com padrdo de distribuicdo masculino na face e no corpo das
mulheres. Nesse método, sdo avaliadas diferentes areas do corpo, como labio
superior, queixo, peito, abddomen, costas, bracos e coxas, numa escala de 0 a 4, onde
0 representa auséncia de pelos e 4, extenso crescimento (MARCONDES et al., 2011;
HERTWECK et al.,, 2012). O valor considerado determinante para confirmar a
presenga de hirsutismo é = 8 (ESCOBAR-MORREALE et al., 2012).
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3.3 Disfuncéo neuroenddécrina e adrenal

A elevacgéo do pulso gerador do hormonio liberador de gonadotropinas (GnRH), com
consequente secre¢do pulsétil do hormonio luteinizante (LH) e relativa deficiéncia do
horménio foliculo estimulante (FSH), sdo conhecidas anormalidades neuroenddécrinas
guase universais em mulheres com SOP. A persisténcia da frequéncia de pulso do
GnRH favorece a producao de LH superior ao FSH. O aumento da frequéncia de pulso
do LH, subsequentemente, promove a producdo de andrégenos pelas células da teca,
enquanto a relativa deficiéncia do FSH interfere na aromatizacdo dos estrogenos e
prejudica a maturacéo folicular e ovulacdo (SOLORZANO et al., 2012).

O LH e o FSH estimulam o ovario a produzir e inibir o estrégeno para regular o ciclo
menstrual, enquanto o estrégeno gera um feedback negativo pela inibicdo da
producdo de GnRH no hipotdlamo (MOBEEN et al., 2016).

Estima-se que 25% da producao de testosterona e androstenediona sejam de origem
ovariana, 25% de origem adrenal e 50% sé&o produzidos nos tecidos periféricos, ao
passo que a sintese de DHEA e DHEAS é de responsabilidade exclusiva do cortex
adrenal. Nos casos de SOP, ha um aumento na producdo de androgenos pelas
adrenais em aproximadamente 25%, possivelmente resultantes de tracos genéticos
ou secundarios a secrecao anormal de andrégenos ovarianos (PASQUALI et al., 2011;
DAY et al., 2015).

3.4 Resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e diabetes mellitus

A insulina exerce um papel central na manutencdo da homeostase da glicose
estimulando sua captacdo pelos tecidos-alvo, adip6citos e masculos, além de suprimir
a glicogendlise hepatica (DIAMANTI-KANDARAKIS & DUNAIF, 2012). Mulheres com
SOP apresentam resisténcia a insulina (RI) intrinseca, independentemente de
obesidade e hiperinsulinemia compensatoria. Conforme dito anteriormente, a RI
predispde ao desenvolvimento de diabetes, sindrome metabdlica e a doencas
cardiovasculares (CASSAR et al., 2015).

Receptores de insulina estdo presentes nos ovarios tanto de mulheres saudaveis,
quanto das mulheres com SOP. Além disso, o receptor do fator de crescimento
insulinico tipo | (IGF-I), uma tirosina-quinase que compartilha consideravel homologia

estrutural e funcional com o receptor de insulina, também esté presente nos ovarios.
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Em decorréncia dessa homologia entre os receptores, a insulina pode ligar-se ao
receptor de IGF-I e ativa-lo, bem como o IGF-I pode também ligar-se ao receptor de
insulina e tornd-lo ativo (DIAMANTI-KANDARAKIS & DUNAIF, 2012). A
hiperinsulinemia aumenta a producédo de andrégenos nos ovarios e dos fatores de
crescimento no figado. A insulina e o IGF-I promovem o aumento da atividade da 17-
hidroxilase nos ovarios o que resulta em hiperproducdo androgénica, principalmente
de androstenediona, de testosterona e do seu precursor, a 17-hidroxiprogesterona. O
IGF-I inibe a enzima aromatase impedindo a conversao da testosterona em
estrogenos (DUNAIF, 1997). A insulina também pode agir de forma indireta
potencializando a acdo do LH nos ovarios. A hiperinsulinemia tem ainda o efeito de
reduzir a producdo hepatica da globulina ligadora dos horménios sexuais (SHBG) e
de IGFBP-I, proteina transportadora ou ligante de IGF-I, contribuindo para acdo mais
ampla da testosterona livre e IGF-1 nas células-alvo (NESTLER, 1997).

A RI pode ser definida como o comprometimento da resposta fisiolégica a insulina
enddgena e exdgena, e pode refletir em distlrbios metabdlicos. A reducéo da ligacdo
da insulina aos seus receptores, defeitos pos-receptor ou até uma diminuicdo dos
sitios dos receptores da insulina nos tecidos-alvos sdo alguns dos mecanismos
envolvidos com a RI. No entanto, a natureza exata desse distarbio na maioria das
mulheres com SOP ainda ndo é bem compreendida (CASSAR et al., 2015).

O Homeostasis Model assessment — Insulin Resistance (HOMA-IR) é amplamente
utilizado para estimativa de RI. Seu célculo é realizado através da multiplicacdo dos
valores plasmaticos da insulina em jejum e da concentragao plasmatica de glicose em
jejum, sendo o resultado dividido por 22,5. Niveis elevados do HOMA-IR representam
o0 estado inicial de hiperinsulinemia em mulheres portadoras da SOP (QU et al., 2011).
Alguns estudos apontam uma relacéo bidirecional entre hiperandrogenismo e RI. A
insulina pode aumentar a producdo de andrégenos ovarianos LH-dependente,
especialmente nas células da teca em mulheres com SOP. Além disso, foi
demonstrado que a administracdo de testosterona pode induzir Rl e alteracdo na
composi¢cdo das fibras musculares em ratas ovariectomizadas e ainda que o
tratamento com anti-androgenos melhorou a sensibilidade a insulina em mulheres
hiperandrogénicas (LAl et al., 2016).

Uma das manifestacdes cutaneas da hiperinsulinemia, que pode ser encontrada na
SOP, é a acantose nigricans, caracterizada clinicamente por placas aveludadas,

hiperpigmentadas, predominantemente no pescoco, axila e virilha. A sua etiologia esta
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associada aos altos niveis de insulina que se ligam aos receptores IGF-I e estimulam
a proliferacdo de queratindcitos epidérmicos e fibroblastos dérmicos (DIAMANTI-
KANDARAKIS & DUNAIF, 2012; HOUSMAN & REYNOLDS, 2014).

Cerca de 50-70% das mulheres com SOP apresentam Rl (SIRMANS & PATE, 2013).
Além disso, as portadoras da sindrome apresentam prevaléncia significativamente
superior de intolerancia a glicose e DM2 quando comparadas as mulheres higidas (DE
MENDONCA-LOUZEIRO et al., 2015), prevaléncia que ja é observada desde a
adolescéncia nas mulheres com SOP (ROE & DOKRAS, 2011). Uma metanalise
realizada por Moran e colaboradores ressalta que a resisténcia periférica a insulina,
hipersecrecao de insulina e aumento na funcédo das células 3, além de adiposidade
abdominal e historico familiar de diabetes sdo os principais mecanismos associados
ao desenvolvimento de DM2 em mulheres com SOP (MORAN et al., 2010).

3.5 Obesidade e dislipidemia na SOP

A obesidade é definida pelo armazenamento lipidico anormal ou excessivo, sendo
caracterizada pelo aumento do numero e do volume dos adipécitos. A Organizagao
Mundial de Saude (OMS) considera obeso o individuo com indice de massa corporal
(IMC) igual ou superior a 30 Kg/m? (CHEN et al., 2013).

A obesidade esta largamente associada com a SOP, presente em cerca de 30-70%
das portadoras (ALTIERI et al., 2013; DAY et al., 2015). Uma das caracteristicas
marcantes na obesidade das mulheres com a SOP é o acumulo de gordura visceral,
gue esta relacionado com RI e hiperinsulinemia (LIM et al., 2012; CHEN et al., 2013).
Mulheres obesas podem sofrer alteragcbes no seu potencial reprodutivo, como
ovulagao prejudicada, irregularidades nos ciclos menstruais e elevada taxa de abortos
(ALTIERI et al., 2013). A obesidade pode ainda agravar os transtornos psicolégicos
como depressao e ansiedade, impactando na qualidade de vida das mulheres (LIM et
al., 2012; DOKRAS et al., 2016).

A patogénese da RI, diabetes e aterosclerose conta também com a participacédo do
tecido adiposo, que produz uma diversidade de citocinas e possui fun¢do enddcrina e
metabdlica (MUSI & GUARDADO-MENDOZA, 2014).

As doencas cardiovasculares (DCV) sdao um grande problema de saude publica e
estdo intimamente associadas a obesidade. Mulheres com SOP apresentam elevado

risco de desenvolver DCV e esse risco é ainda maior nas mulheres obesas (BALDANI
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et al., 2015). O indice de massa corporal (IMC) é o indicador mais comum de
obesidade, porém, ele avalia a obesidade de forma generalizada, ndo sendo capaz
de analisar a distribuicdo da gordura corporal nem de fazer distingdo da massa magra.
O indice Lipid Accumulation Product (LAP), que utiliza a circunferéncia abdominal
(CA) e a concentracao sérica de triglicerideos (TG), pode ser utilizado para determinar
o risco cardiovascular e a Rl em mulheres com SOP (NASCIMENTO et al., 2015). O
calculo se da através da formula proposta por Henry Kahn:

LAP = [CA (cm) — 58] x TG (mmol/L)

Resultados acima de 34,5 refletem a presenca de maior risco cardiovascular e de RI.
Elevados indices de LAP estdo associados ao aumento da mortalidade por eventos
cardiacos e DM2 (KAHN, 2005; WILTGEN et al., 2009).

O indice LAP ¢, portanto, uma ferramenta util na identificacdo de individuos
possivelmente susceptiveis ao desenvolvimento de DCV e outros prejuizos
relacionados com a RI. O trabalho realizado por Malavazos e colaboradores sugere
gue as mulheres com SOP e indice LAP acima do cut off apresentam as maiores
alteracdes nos niveis de marcadores de DCV, como proteina C reativa, IMC,
circunferéncia abdominal, colesterol total e triglicérides. (MALAVAZOS et al., 2015).
Outra alteracdo metabdlica muito comum na SOP é a dislipidemia, com niveis
elevados de colesterol total (CT), triglicérides (TG), lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) e lipoproteina de baixa densidade (LDL), além de niveis diminuidos
da lipoproteina de alta densidade (HDL) (BALDANI et al., 2015; SUR &
CHAKRAVORTY, 2016). As mulheres com a sindrome apresentam maior
probabilidade de desenvolver a dislipidemia, a qual predispde ao aumento da injlria
endotelial e eleva o risco do desenvolvimento de DCV (SHAN et al., 2013; SUR &
CHAKRAVORTY, 2016).

A insulina € também um importante regulador de diversas enzimas envolvidas no
metabolismo das lipoproteinas. Assim, a Rl pode estar envolvida nos mecanismos da
dislipidemia observada na SOP, contribuindo para o aumento da secrecao de VLDL
pelo figado e para a reducgéo da sua eliminacéo, o que, consequentemente, favorecera
a producado de TG, além de contribuir também para a reducdo nos niveis de HDL
(BALDANI et al., 2015).
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3.6 Diagnéstico da SOP

Apesar de ainda ndo haver um consenso a respeito do diagnéstico da SOP, os
estudos acerca desse tema vém se desenvolvendo ha vérios anos. Em 1935, os
meédicos Irving Stein e Michael Leventhal, no estudo intitulado “Amenorrhea
associated with polycystic ovaries”, definiram a triade clinica que representa a SOP e
gue serviria, posteriormente, como base para outros estudos (AZZIZ & ADASHI et al.,
2016).

No ano de 1990, o National Institute of Health (NIH) realizou um encontro internacional
no qual foi recomendado que os critérios de diagnostico da SOP deveriam
compreender a presenga concomitante de anovulagdo e evidéncias de
hiperandrogenemia e/ou hiperandrogenismo, com exclusdo de outras doencas
enddcrinas semelhantes, mas sem referéncias a morfologia ovariana (CONWAY et
al., 2014).

A American Society for Reproductive Medicine e The European Society of Human
Reproduction and Embryology (ESHRE/ASRM), no ano de 2003, realizaram um
workshop em Rotterdam, Holanda, e estabeleceram um novo critério para o0
diagnéstico da SOP. Além da exclusdo de outras doencgas, devem estar presentes
para o diagnostico pelo menos dois dos trés critérios a seguir: () Oligovulacdo ou
anovulacéo, onde respectivamente, a menstruacao ocorre menos de uma vez a cada
35 dias ou auséncia da menstruacdo por no minimo seis meses; (Il)
hiperandrogenismo bioquimico (niveis elevados de testosterona total e
androstenediona, bem como elevacdo nos indices de androgenos livres) ou
hiperandrogenismo clinico, evidenciado pelo hirsutismo e (lll) presenca de ovarios
policisticos visualizados através de ultrassonografia (12 ou mais foliculos medindo de
2 a 9 mm de diametro e/ou aumento no volume total do ovario) (FAUSER et al., 2004;
HOMBURG, 2008; WELT & CARMINA, 2013).

Em 2006, a Androgen Excess Society (AES) publicou uma declaracdo sugerindo um
acordo entre os dois grupos de critérios de diagndstico, argumentando que a SOP é
principalmente um distarbio hiperandrogénico e que a presenga de hirsutismo/acne
e/ou hiperandrogenemia constituem elementos essenciais para o diagnostico. O
segundo critério chave para o diagndstico, de acordo com a AES, poderia ser tanto
anovulagao, quanto a morfologia ovariana policistica (CONWAY et al., 2014).
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Além da ultrassonografia, sdo recomendados varios testes laboratoriais que auxiliam
no diagnostico diferencial da SOP, como dosagens hormonais e perfil lipidico. Os
testes incluem dosagens de TSH, prolactina, 17OH-progesterona, testosterona livre e
total, DHEAS, globulina ligadora dos horménios sexuais (SHBG), insulina, colesterol
total e fracOes, além de estimulo de GnRH e de horménio adenocorticotropico (ACTH)
(GOODARZI et al., 2011; LEGRO et al., 2013; ROSENFIELD & EHRMANN, 2016).

3.7 Hemostasia

A hemostasia € definida pelo processo através do qual o organismo é capaz de manter
a fluidez do sangue, remover os codgulos apOs qualquer injaria da integridade
vascular e restaurar os vasos sanguineos (VERSTEEG et al., 2013). Esse sistema
depende de complexas interacdes entre vasos sanguineos, plaquetas, proteinas

procoagulantes e anticoagulantes, além do sistema fibrinolitico (VINE, 2009).

3.7.1 Coagulacéo

A classica cascata de coagulacdo foi introduzida em 1964 por dois grupos
independentes. De acordo com esse modelo, a coagulacao se da por meio de ativagao
sequencial de pré-enzimas, resultando na formacao de trombina, responsavel por
converter a molécula de fibrinogénio em fibrina (VINE, 2009). O processo de
coagulacédo, nessa descricdo, € dividido em duas vias, uma extrinseca (envolve
elementos que rotineiramente ndo sao encontrados no espaco intravascular) e uma
intrinseca (iniciada por componentes intravasculares), que convergem para uma via
comum responsavel pela geracdo de trombina suficiente para a conversao do
fibrinogénio em coégulo de fibrina (MERCER & CHAMBERS, 2013).

Apesar de a ideia de “cascata” da coagulagao representar um grande avango na
compreensao desse processo, esse modelo é atualmente considerado inadequado do
ponto de vista fisiolégico, uma vez que a divisdo das vias ndo acontece in vivo
(HOFFMAN & MONROE, 2007).

Diante disso, alteragdes conceituais foram propostas e chegou-se a um modelo
baseado em superficies celulares para a hemostasia que substitui 0 modelo classico

de cascata da coagulacdo. De acordo com o novo modelo, o processo de coagulacao
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acontece em trés fases distintas: iniciacdo, amplificacdo e propagacédo (VERSTEEG
et al., 2013).

Fase de iniciagéo

A fase de iniciacdo, classicamente associada a via extrinseca da coagulacéao, tem
inicio quando, no sitio da leséo, as células que expressam em sua superficie o fator
tissular (FT) entram em contato com os componentes do sangue. O FT € uma proteina
de membrana que atua como receptor para o fator (F) VII da coagulacéo. A ligacéo
do FT ao FVII torna-o ativado (a), formando o complexo FVIla/FT. Em humanos, cerca
de 1% da concentracdo total de FVII estd presente na circulacdo de forma
fisiologicamente ativada. O complexo FVIla/FT apresenta fungdo enzimatica ativa,
sendo responsavel por ativar pequenas quantidades de FIX e FX (HOFFMAN, 2004;
TANAKA et al.,, 2009). O FXa associa-se ao seu cofator, o FVa, para formar na
superficie da célula que expressa FT, o complexo denominado protrombinase.
Quantidades minimas de protrombina (fator Il) sdo transformadas em trombina a partir
do complexo protrombinase, e uma vez formada, essa trombina pode promover a
ativacdo do FV em FVa. Essa quantidade de trombina néo é suficiente para completar
o processo de formacédo do coagulo de fibrina, porém € de crucial importancia na fase
de amplificacdo da coagulacdo (FRANCO, 2001; HOFFMAN & MONROE, 2007,
MCMICHAEL, 2012).

Fatores da coagulacédo, como a protrombia, o FVII e o FX deixam o espaco vascular,
migram através dos tecidos e sdo encontrados na linfa. Essas evidéncias sugerem
que as reacdes responsaveis pela iniciacdo da coagulacdo ocorrem continuamente
no espaco extravascular, e desse modo, pode-se dizer que hd uma pequena atividade
da via do FT e que pequenas quantidades de trombina sdo produzidas
constantemente nesse espaco. E importante ressaltar que somente em caso de dano
vascular, o processo de coagulacdo segue para a fase de amplificacdo, permitindo o
contato das plaquetas e do FVIII (ligado ao fator von Willebrand) com o tecido
extravascular onde se aderem as células que expressam FT (HOFFMAN, 2004;
FERREIRA et al., 2010).
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Fase de amplificacéo

As plaquetas e o FVIII ligado ao fator von Willebrand (FVIII/FVYW) sdo normalmente
incapazes de deixar o sistema vascular em decorréncia do seu grande tamanho,
portanto essa passagem acontece apenas quando ocorre leséo vascular (TANAKA et
al.; 2009). O tampao plaquetéario € responsavel pela chamada hemostasia primaria.
Ele é formado quando as plaquetas escapam do espaco vascular e se ligam ao
coldgeno e a outros componentes da matriz extracelular no sitio da lesé@o, para se
tornarem parcialmente ativadas (FERREIRA et al., 2010). O sistema de coagulacéo
se torna mais efetivo quando a pequena quantidade de trombina produzida pelas
células que expressam FT interage com as plaquetas e o complexo FVIII/FVW. Essa
interacdo induz a ativagcdo méaxima de plaquetas e culmina na formacéo de fibrina
estavel, consolidando o tamp&o plaguetario inicial, resultando na hemostasia
secundaria. As plaquetas ativadas liberam substancias quimiotaticas que atraem 0s
fatores da coagulacéo para sua superficie e liberam também FV parcialmente ativado
(HOFFMAN, 2003; VINE, 2009).

A trombina gerada na fase de iniciacdo é ainda responsavel por: ativacdo de FV,
ativacao de FVIII, dissociacdo do complexo FVIII/FVW e ativagcéo do FXI. Esses fatores
sdo atraidos por mecanismos guimiotaticos para a superficie das plaquetas, onde
rapidamente se inicia a fase de propagacdao (HOFFMAN & MONROE, 2007,
MCMICHAEL, 2012).

Fase de propagacéo

A fase de propagacdo é caracterizada pela producdo dos complexos tenase e
protrombinase na superficie das plaquetas ativadas. A formacdo do complexo tenase
se da através da ligacao do FIXa, produzido durante a fase de iniciagdo (que pode
também ser produzido pelo FXla ligado as plaquetas), ao FVllla na superficie das
plaguetas. Uma vez formado, o complexo tenase ativa o FX a FXa, o qual
imediatamente se associa ao FVa para formar o complexo protrombinase,
responsavel por converter grande quantidade de protrombina em trombina
(HOFFMAN, 2003). A trombina gerada tem a funcdo de clivar o fibrinogénio em
mondmeros de fibrina que polimerizam para consolidar o tampé&o plaquetario inicial
(HOFFMAN, 2004; FERREIRA et al., 2010; VERSTEEG et al., 2013).
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A Figura 1 representa o modelo da coagulacdo baseado em superficies celulares
compreendendo as fases de iniciacdo, amplificacdo e propagacdo. Para evitar
ativacdo excessiva do sistema, formacao inadequada de fibrina e oclusdo trombaética
do vaso, é necessario que haja um rigido controle dos mecanismos de coagulacao.
Para isso, a atividade das proteases operantes na ativacao da coagulacao é regulada
por numerosas proteinas inibitérias que atuam como anticoagulantes naturais. Dentre
elas as que apresentam maior relevancia biolégica sao: o inibidor da via do fator
tissular (TFPI), a proteina C (PC), a proteina S (PS) e a antitrombina (AT) (MERCER
& CHAMBERS, 2013).

Y%
X
Vila
Va
y, ——————
FT Xa
L [
Inlqlagao Célula expressando
(nas células que o fator tecidual
expressam o FT)
FT | &+ | Vvia
ll2' (Trombina)
IXa IX
Amplificagao : l : S
(na superficie das Villa VIl + FyW Va vV Xla XI
plaquetas ativadas) l
IXa 1X
\4
Va [
Propagacéo (Complexo S
(na sfpegicig das protrombinase) *
plaquetas ativadas) Xa lla (Trombina)
(e ]—
(Complexo
tenase) X
Fibrinogénio — Fibrina
Figura 1 - Representacdo do modelo de coagulacdo baseado em superficies celulares

compreendendo as fases de iniciacdo, amplificacéo e propagacéo. Fator tissular (FT), ativado (a); Fator
von Willebrand (FvW) (Adaptado de FERREIRA et al., 2010).
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3.7.2 Fibrindlise

Para que ocorra a restauracdo do fluxo sanguineo do vaso lesionado, é necessario
gue o trombo formado durante o processo de coagulacao seja removido. A fibrindlise
pode ser definida como o mecanismo de degradacdo da fibrina mediado pela
plasmina. A plasmina é uma enzima ativa produzida a partir de uma proenzima inativa,
o plasminogénio. O sistema fibrinolitico € composto por diversas proteinas que
regulam a producéo de plasmina (FRANCO, 2001; THELWELL, 2010).

O plasminogénio, sintetizado no figado, possui dois diferentes ativadores fisiolégicos:
o ativador do plasminogénio do tipo tecidual (t-PA “tissue-type plasminogen activator”)
e o ativador do plasminogénio tipo uroquinase (u-PA “uroquinase-type plasminogen
activator”). O t-PA é o principal ativador do plasminogénio na vasculatura, ao passo
gue o u-PA é o principal ativador no tecido extravascular. O t-PA é secretado pelas
células endoteliais em resposta a diversos fatores, incluindo o fator de ativacdo de
plaquetas, porém apresenta baixa afinidade na auséncia de fibrina. O u-PA, secretado
por células como fibroblastos, células epiteliais, ao contrario do t-PA, pode ativar o
plasminogénio na auséncia de fibrina (MCMICHAEL, 2012; MERCER & CHAMBERS,
2013).

Apds a conversdo do plasminogénio, a plasmina degrada o coagulo insoluvel de
fibrina em pequenos fragmentos solUveis, os chamados produtos de degradacéo da
fibrina (PDF), dentre os quais, o principal € o dimero-D (D-Di), Gnico fragmento que
deriva exclusivamente da fibrina, considerado um importante marcador de
hipercoagulabilidade (CRAEN, 2012; DRAXLER & MEDCALF, 2015).

A atividade do sistema fibrinolitico pode ser controlada, em nivel da plasmina, pela
a2-antiplasmina (a2-AP); em nivel da ativacdo do plasminogénio, pelos inibidores da
ativacdo do plasminogénio (PAI-1, PAI-2 e PAI-3); ou ainda de forma indireta pelo
inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI) (TANAKA et al., 2009; DRAXLER &
MEDCALF, 2015). A Figura 2 ilustra o funcionamento do sistema fibrinolitico.
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Figura 2 — Representacdo esqueméatica da degradacdo da fibrina pelo sistema fibrinolitico. PAI-1:
inibidor do ativador do plasminogénio; tPA: ativador tecidual do plasminogénio; uPA: ativador do
plasminogénio do tipo uroquinase; a2-AP: alpha 2 anti-plasmina; TAFI: inibidor da fibrindlise ativado
pela trombina. As setas continuas representam ativacdo, enquanto as setas pontilhadas indicam
inibicdo da via (THELWELL, 2010).

3.8 Inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI)

O inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI), descoberto ha pouco mais de
duas décadas, é um importante regulador de equilibrio entre a coagulacdo e a
fibrindlise. Ele também € conhecido como procarboxipeptidase B2, pro-
carboxipeptidase U e procarboxipeptidase R. O TAFI é um zimogénio plasméatico
sintetizado principalmente no figado, que circula no plasma como uma proenzima
(LONGSTAFF & KOLEV, 2015; PLUG & MEIJERS, 2015).

Durante o processo de coagulacao in vivo, a ativacao da proenzima TAFI de 56 kDa
para TAFI ativado (TAFla), de 36 kDa, pelo complexo trombina-trombomodulina,
promove a liberacdo de um peptideo de ativacdo de 20 kDa (TAFI-AP) do dominio
catalitico. Subsequentemente, o TAFla é inativado através de uma mudanca de
conformacdo para a forma inativa (TAFlai), seguida de uma clivagem proteolitica,
resultando em fragmentos de 25 kDa e 11 kDa (BOFFA et al., 2008).

O TAFI pode ser ativado pela trombina, plasmina ou pelo complexo trombina-

trombomodulina. Quando é exposto a um coagulo de fibrina, o TAFla remove residuos
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de lisina carboxi-terminal da molécula de fibrina, diminuindo assim, sua capacidade
de cofator para ativacao do plasminogénio, resultando na diminui¢cdo da producéo de
plasmina, o que favorece a manutencdo do coagulo de fibrina. A ativacdo do TAFI
pelo complexo trombina-trombomodulina o torna um ponto de conex&o entre o0s
sistemas de coagulacao e fibrindlise (FAWZY et al., 2015), como mostrado na Figura
3.

Coagulagdo Fibrindlise

Protrombrina Plasminogénio

-« PCA TAFla

v

Trombina | Plasmina
pc TAFI

Trombina ‘
Trombomodulina

} }

Fibrinogénio » Fibrina » PDF’s

Figura 3 - Ponto de conexdo entre o sistema de coagulacdo e da fibrindlise, intermediado pelo
complexo trombina/trombomodulina (NESHEIM, 2003).

O TAFI é codificado pelo gene CPB2, que esta localizado no cromossomo 13
(13914.11) e contem 11 éxons, abrangendo aproximadamente 48 kb. Diversos
estudos tém relatado diferentes polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs) no
gene do TAFI, e forte correlacdo desses polimorfismos com os niveis plasmaticos de
TAFI tem sido apresentada (TOKGOZ et al., 2013; FAWZY et al., 2015). Os SNPs
podem ser identificados na regido 5’ flanqueadora, na regido codificadora e na regiao
3’- UTR, sendo que muitos destes polimorfismos estdo em desequilibrio de ligacao
(GARAND etal., 2013; FAWZY et al., 2015). Substituicdes de aminoacidos na proteina
do TAFI desempenham um importante papel na determinagdo dos seus niveis
plasmaticos, influenciando sua sintese e secrecdo ou alterando sua meia-vida no
plasma (BOFFA et al., 2008; TASSIES et al., 2009; WANG et al., 2016).
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A Figura 4 apresenta alguns dos polimorfismos do gene do TAFI e sua localizac&o
(GONZALEZ, et al., 2010).
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Figura 4 — Gene do TAFI e seus polimorfismos ja descritos (adaptada de GONZALEZ et al., 2010).

Os polimorfismos 505A>G (rs3742264) e 1040C>T (rs1926447), situados na regiao
codificadora, resultam, respectivamente, nas substituicbes Alal47Thr e Thr325lle e
sdo os mais frequentes no gene CPB2. A literatura acerca dos efeitos destes
polimorfismos nos niveis plasmaticos de TAFI é controversa e apresenta associacao
dos mesmos tanto a niveis e atividade mais elevados (NESHEM, 2003; WANG et al.,
2016), quanto & menores niveis desta proteina (BROUWERS et al., 2003; TASSIES
et al., 2009).

J& o polimorfismo 1542C>G (rs940), localizado na regido 3’- UTR, € responsavel pela
troca de uma Citosina por uma Guanina que pode afetar a instabilidade do mRNA,
levando a menores niveis plasmaticos de TAFI (BOFFA et al., 2008).

E extensamente relatada na literatura a relacéo entre os polimorfismos do TAFI e seus
elevados niveis plasmaticos, além do aumentado risco de desenvolver doencas
tromboticas em decorréncia do aumento da atividade antifibrinolitica. S&o listadas,
dentre outras, doencas como trombose venosa cerebral, doencga arterial coronariana,
trombose venosa profunda, acidente vascular encefalico e infarto agudo do miocardio
(OWCZAREK etal., 2012; FAWZY et al., 2015; QIAN et al., 2015; ZHENG et al., 2015).
O trabalho realizado por Santos e colaboradores, mostra elevados niveis de TAFI em
individuos dislipidémicos além de associacdo dos polimorfismos rs1926447 e
rs3742264 a dislipidemia (SANTOS et al., 2014).
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O estudo realizado por Guldas e colaboradores apresenta niveis plasmaticos de TAFI
mais elevados em mulheres com SOP quando comparados ao grupo controle higido
(GULDAS et al., 2015).

Em recente metanalise, com o objetivo de avaliar a relacdo entre os polimorfismos
+505A/G e 1040C>T no gene do TAFI e doencas cardiovasculares e
cerebrovasculares, Wang e colaboradores confirmaram a existéncia dessa relacao
sugerindo o efeito desses polimorfismos na susceptibilidade a essas doencas (WANG
et al., 2016).

Ensaios clinicos também tem investigado a possivel relacdo entre TAFI e eventos
cardiovasculares. Uma correlacédo positiva foi encontrada entre os niveis de TAFI e
risco de doenca arterial coronariana (TREGOUET et al.,, 2009), trombose venosa,
ataque isquémico (TOKGOZ et al., 2013), angina de peito e trombose arterial
(BROUWERS et al., 2003). Em mulheres no periodo pdés menopausa, foram
encontrados niveis elevados de antigeno TAFI, enfatizando, dessa forma, as

influéncias hormonais no controle de seus niveis circulantes (POST et al., 2002).

3.9 Inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1)

O inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) € um membro da familia dos
inibidores de serina proteases (SERPIN) e um dos reguladores primérios do sistema
fibrinolitico in vivo. Ele inibe os ativadores tipo tecidual e uroquinase do plasminogénio,
0 gue consequentemente resulta em reducdo da producdo da plasmina e da
dissolucéo dos coagulos de fibrina (LIU et al., 2014).

O gene do PAI-1, SERPINEL, esti localizado no cromossomo 7 (7921.3-922),
contendo 8 introns e 9 éxons. Varios polimorfismos no gene do PAI-1 tém mostrado
influéncia nos seus niveis plasmaticos. Sao destacados dois principais polimorfismos,
0 SNP -844>G (rs2227631) e uma mutacdo de insercao/delecdo -675 4G/5G
(rs1799889), ambos na regido promotora (DE LA CRUZ-MOSSO et al., 2012; WANG
et al., 2015). O gene do PAI-1 e seus principais polimorfismos estdo representados na
Figura 5.
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Figura 5 - Gene do PAI-1 e seus principais polimorfismos ja descritos. (Imagem adaptada de
MORANGE et al., 2007).

De acordo com Salazar Garcia e colaboradores, mulheres com o genétipo 4G/4G do
polimorfismo rs1799889 apresentam risco aumentado para abortos espontaneos e
falhas de implantacdo do embrido. Tal polimorfismo desempenha importante papel
nessas condicdes, provocando alteracdes em perfis metabdlicos, hormonais e
imunologicos (GARCIA et al., 2016).

A associagéo entre os niveis elevados de PAI-1 com eventos cardiovasculares, risco
aumentado de aterotrombose, bem como seu uso como preditor de recorréncia de
infarto agudo do miocérdio, tem sido evidenciada em diversos estudos (ASO et al.,
2005; KARASEK et al., 2009; EREM et al., 2010).

Elevados niveis de PAI-1 tém sido descritos também em individuos idosos. O
processo de envelhecimento € responsavel por prejuizo progressivo no sistema
fibrinolitico, além disso, € acompanhado por diversas modificacées no organismo que
favorecem a sintese de PAI-1, como o estado inflamatorio, obesidade, sarcopenia,
entre outros (CESARI et al., 2010).

Além disso, existem alguns estudos evidenciando elevados niveis de PAI-1 em
mulheres com SOP, independentemente do seu estado metabdlico (GONZALEZ et
al., 2013; LIU et al., 2014; CASSAR et al., 2015).

3.10 SOP e alteracdes hemostaticas

Distarbios na coagulacdo e fibrindlise desempenham importante papel no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV). Diversas pesquisas com
mulheres portadoras da SOP demonstraram desregulacdo no sistema hemostético e,
consequentemente, risco aumentado de eventos cardiovasculares (CONWAY et al.,
2014; ROSENFIELD & EHRMANN, 2016; SUR & CHAKRAVORTY, 2016).

O aumento do risco cardiovascular € esperado nessas mulheres devido a associacéo

aos varios fatores de risco, incluindo resisténcia a insulina, intolerancia a glicose,
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diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia, entre outros. Além desses fatores, ja foi
demonstrado que mulheres com SOP apresentam niveis elevados do PAI-1 e de TAFI,
0 que compromete a sua capacidade fibrinolitica (CASSAR et al., 2015; ZHENG et al.,
2015; SUR & CHAKRAVORTY, 2016).

O trabalho desenvolvido por Yildiz e colaboradores para avaliar a capacidade
fibrinolitica de mulheres com SOP conclui que estas apresentam prejuizo no processo
de fibrinélise que pode contribuir para o aumento do risco cardiovascular (YILDIZ et
al., 2002).

Ao avaliar uma populacdo de mulheres com SOP, Manneras-Holm e colaboradores
observaram estado protrombdético nessas mulheres com elevados niveis de PAI-1 e
fibrinogénio independentemente do IMC, hipertensdo e dislipidemia (MANNERAS-
HOLM et al., 2011).

Diante do exposto, e das evidéncias de que os niveis plasmaticos de TAFI e PAI-1
sofrem um controle genético, torna-se pertinente a analise dos niveis destes
marcadores de capacidade fibrinolitica, bem como dos polimorfismos em seus genes
e sua correlacdo com os parametros metabdlicos, hormonais e hemostaticos, com o
intuito de melhor compreender as complicacbes hemostaticas comumente

observadas nas mulheres com SOP.
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Abstract

Introduction: Polycystic ovary syndrome (PCOS) is one of the most frequent
endocrinopathies among reproductive age women who present hemostatic disorders
with damage to the fibrinolytic system, which increases cardiovascular risk events.
Thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI) and Plasminogen activator inhibitor
type-1 (PAI-1) play an important role the fibrinolytic system regulation. This study
aimed to investigate TAFI and PAI-1 plasma levels in women with PCOS and to
establish the association among TAFI and PAI-1 polymorphisms, other hemostatic,
metabolic and hormonal parameters.

Methods: Ninety-seven women with PCOS and ninety-nine healthy women (control)
were recruited. Venous blood samples were obtained for biochemical analysis and
DNA extraction. The polymorphisms were analyzed using Polymerase Chain Reaction
techniques (allele-specific PCR, PCR followed by enzyme restriction - RFLP and real-
time PCR).

Results: Patients with PCOS have presented elevated TAFI and PAI-1 levels, as well
as higher levels of testosterone, insulin, triglycerides, CT, LDLc and VLDLc and
reduced levels of HDLc. TAFI higher levels were observed in genotype GG carriers of
rs940 in PCOS group as well in the total participants. Women with PCOS carrying AA
genotype of rs2227631 PAI-1 gene polymorphism have presented higher levels of this
protein compared to the control group. The multivariate logistic regression model
showed an independent association of TAFI, testosterone and abdominal
circumference with PCOS.

Conclusion: This study has shown the TAFI and PAI-1 polymorphisms influence on
plasma levels in PCOS and healthy women, as well as the association of TAFI,

testosterone and abdominal circumference with the syndrome.

Keywords: Polycystic ovary syndrome, TAFI, PAI-1, hypofibrinolysis, polymorphisms.

Abbreviations: PCOS - polycystic ovary syndrome; TAFI - thrombin-activatable
fibrinolysis inhibitor; PAI-1 - plasminogen activator inhibitor type-1; PCR - polymerase
chain reaction; CPB2 - carboxypeptidase B2; CVD - cardiovascular diseases; TC -
total cholesterol; HDLc - high density lipoprotein cholesterol; LDLc - low density

lipoprotein cholesterol; VLDLc - very low density lipoprotein; TG - triglycerides; RFLP
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- restriction fragment length polymorphism; HWE - Hardy-Weinberg equilibrium; BMI -
body mass index; WC - waist circumference; LAP - lipid accumulation product; HOMA-
IR - Homeostatic Model Assessment for Insulin resistance; D-di — D-dimer; SNPs -

single nucleotide polymorphisms; IR - insulin resistance.



42

1. Introduction

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is one of the most common endocrine disorders,
affecting 7-15% of women in reproductive age [1, 2, 3]. Hyperandrogenism, ovulatory
disturbances, and polycystic ovarian morphology are typical characteristics of this
syndrome that can lead to reproductive and metabolic abnormalities and symptoms of
depression and anxiety [2]. The specific pathophysiology of this syndrome has not
been established yet. Insulin resistance with compensatory hyperinsulinemia, is an
important metabolic disorder in PCOS with high risk of glucose intolerance and type 2
diabetes mellitus [4]. Additionally, PCOS patients can present high risk for
cerebrovascular morbidity, coronary artery disease and dyslipidemia [3]. Women with
PCOS also present coagulation and fibrinolysis disturbances including prothrombotic

state characterized by hypercoagulability and hypofibrinolysis [5, 6].

Coagulation and fibrinolysis disturbances play a key role in the development of
cardiovascular diseases (CVD). Previous studies have demonstrated that women with
PCOS present defects in the hemostatic system, and consequently high
cardiovascular risk [19, 20, 21] due to insulin resistance, glucose intolerance, type 2
diabetes mellitus, and dyslipidemia [22, 21, 23]. Furthermore, elevated circulating TAFI
[24, 25] and PAI-1 levels [7, 8] have been reported in women with PCOS, which
compromises her fibrinolytic potential. Ample evidence suggests the association
between impaired fibrinolysis and myocardial infarction [9], in addition, several
polymorphisms of TAFI and PAI-1 gene have been described associated with the
levels of the respective antigens, thus suggesting that the plasma levels of fibrinolysis
markers would have significant genetic regulation [10, 26, 27, 28].

Several studies have investigated the important role of Thrombin-activatable
fibrinolysis inhibitor (TAFI) and Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) in fibrinolysis
regulation [7, 8, 9, 10]. TAFI is encoded by the carboxypeptidase B2 (CPB2) gene,
which is located on chromosomal locus 13g14.11, comprises 11 exons, and spans
approximately 48 kb [11]. Its plasmatic activated form (TAFIa) can inhibit fibrinolysis
by removing carboxyterminal lysine residues from partially degraded fibrin, decreasing
plasminogen binding on its surface [12]. Some polymorphisms in TAFI gene have been

identified, as the presence of the isoleucine aminoacid instead of threonine at 325
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position, corresponding to the Thr325lle polymorphism or 1040 C>T (rs1926447). The
presence of isoleucine leads to a protein twice more stable and 60% more potent as
an antifibrinolytic [13]. The presence of threonine at the Alal47Thr polymorphism or
505 G>A (rs3742264) is associated to lower levels of TAFI [14]. Moreover, the
exchange of a C to G at 1542G>C (rs940) polymorphism in the 3'-UTR region affects
the stability of the TAFI mRNA, leading to lower protein levels [15].

PAI-1 is a key regulator of fibrinolysis and inhibits the activation of plasminogen to
plasmin by both the tissue-type and the urokinase-type plasminogen activators. PAI-1
gene (SERPINE 1) is part of the serpine superfamily located on chromosome 7
(7921.3-g22.1) and contains eight introns and nine exons [16]. Several polymorphisms
in PAI-1 gene have been identified and related to variation in plasmatic PAI-1 levels.
A single nucleotide 4G/5G insertion/deletion polymorphism (rs1799768) is located at
position =675 in the promoter sequence and the 4G allele is associated with elevated
PAI-1 levels [17]. In other another polymorphism, the nucleotide substitution of guanine
for adenine in the -844 position affects SERPINE1 expression, which the A allele is

associated with increased PAI-1 mRNA and protein levels [18].

The mechanisms of potential disturbances of the hemostatic system in women with
PCOS are unknown. Few studies investigating certain hemostatic parameters in PCOS
have been conducted. To date, there are no previous studies investigating a large
number of hemostatic parameters in PCOS in Brazilian population. This study was
conducted in order to investigate the plasma levels of TAFI and PAI-1 and their
polymorphisms, as well as to establish the association between these variables and
other hemostatic, metabolic and hormonal parameters in women with PCOS.

2. Material and methods

2.1 Subjects

This case-control study included 97 women with PCOS and 99 women without the
syndrome (control), both groups aged from 20 to 50 years old. Women with PCOS

were recruited at the academic hospital of Federal University of Minas Gerais (UFMG)

in Belo Horizonte, Brazil, during the period of 2011-2013. The control group was



44

recruited from UFMG employees and students in the same period. The study was
approved by the Research Ethics Committee of UFMG (CAAE 0379.0.203. 000-11).
All participants signed an informed consent form.

The PCOS diagnosis was performed according to the European Society of Human
Reproduction/Embryology and the American Society for Reproductive Medicine
criteria (ESHRE/ASRM) [29], considering the presence of at least two of three features:
1- oligo / amenorrhea and anovulation; 2- clinical or laboratory hyperandrogenism and
3- ultrasound showing micropolycystic ovaries. The presence of 12 or more follicles in
each ovary measuring 2 mm to 9 mm in diameter and/or increased ovarian volume (>

10 mL) were considered micropolycystic ovary.

Exclusion criteria for both groups were: diabetes mellitus, autoimmune, adrenal, kidney
and liver diseases, thyroid and thromboembolic disorders, cancer, acute inflammatory
disease, hyperprolactinemia, hypogonadism and pregnancy. Subjects, who were
being treated with the following medications, were also excluded: steroidal and non-
steroidal anti-inflammatory agents, anticoagulant, isotretinoin, cyclosporine,

antiretroviral, insulin, metformin and hormonal contraceptives.

2.2 Clinical and laboratorial evaluation

Venous blood samples were obtained after 12 hours of fasting. Serum lipid profile
(including evaluation of TC — total cholesterol, HDLc — high density lipoprotein
cholesterol, TG — triglycerides, LDLc — low density lipoprotein cholesterol, and VLDLc
— very low density lipoprotein) and total testosterone was measured using Vitros ®
System (Johnson & Johnson, New Brunswick, NJ, USA). Hemostatic parameters TAFI,
PAI-1 and D-dimer were measured by ELISA in citrated blood with the VisulizeTM TAFI
antigen kit (Affinity Biologicals, Canada), Imunobind Plasma PAI-1 ELISA (Sekisui
Diagnostics, LLC, Stamford, USA), and Imunoclone D-Dimer ELISA (Sekisui
Diagnostics, LLC, Stamford, USA), respectively.

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes (Biopur Extraction Kit
Mini Spin Plus — Biometrix ®). Genotyping of TAFI rs940 (1542 G>C) polymorphism
and PAI-1 rs1799889 (-675 4G/5G) were performed using allele-specific polymerase
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chain reaction [30, 49]. TAFI rs1926447 (Thr325lle) polymorphism and PAI-1
rs2227631 polymorphism (-844 A>G) were identified by restriction fragment length
polymorphism (RFLP) [14, 37]. TAFI rs3742264 (Alal47Thr) polymorphism was
detected using the quantitative PCR TagMan® system in a StepOne equipment
(Applied Biosystems®) [32].

2.3 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS statistical package for Windows,
version 13.0 (Statistical Package for Social Sciences, Inc., Chicago, lllinois, USA). The
normal distribution of continuous variables was assessed by the Shapiro-Wilk test. The
variables with non-normal distribution were expressed as median and interquartile
range and the variables with normal distribution were shown as mean + standard
deviation. The Student's t test was used for parametric variables in order to compare
two groups as well as ANOVA was used to compare three groups. The Mann-Whitney
test was used to compare two groups for nonparametric variables, while Kruskal-Wallis
test followed by the Bonferroni correction was used to compare three groups.
Categorical variables were compared between groups by using the chi-square or
Fisher's exact test. Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was analyzed using an exact

test (available at: http://genepop.curtin.edu.au/genepop_opl.html). Haplotype-based

association analysis was performed. We excluded haplotypes whose frequency was
less than 1%. The differences in the haplotype frequencies between groups were
tested by x?-test (p<0.05).

The multivariate logistic regression was performed primarily as a univariate analysis.
We selected those with p <0.2 to compose the multivariate regression analysis. The
final model followed the adequacy, according to Hosmer and Lemeshow test. P-values

<0.05 were considered significant.
3 Results
3.1 Characterization of studied groups

A total of 97 women with PCOS and 99 healthy women participated in this study.

Clinical and biochemical characteristics of the PCOS and controls are shown in Table
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1. BMI, WC, LAP, HOMA-IR, testosterone, TC, LDLc, VLDLc, TG and insulin were
significantly higher in PCOS group compared with controls, whereas HDLc was found
to be lower in PCOS group (p<0.05). The groups did not differ regarding to age, fasting
glucose, CRP and D-dimer.

The hemostatic parameters evaluated in PCOS and control groups are presented in
Figure 1. Plasma levels of TAFI and PAI-1 were significantly higher in PCOS patients
than in healthy controls.

3.2 Thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor

Genotype distributions of the polymorphisms did not deviate from Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) (all p>0.025). There was no difference in allelic and genotypic
frequency of the polymorphisms rs3742264, rs1926447 and rs940 when compared
PCOS and control groups (all p>0.05) (Table 1s). Indeed, a haplotype analysis was
conducted for the three polymorphisms excluding those with frequency lower than 1%,
but no significant difference was observed between the groups (p>0.05 for all) (Table
2s).

This study assessed the effect of TAFI polymorphisms on plasma TAFI levels. When
the entire studied population (PCOS and control groups) was evaluated, there were
higher levels of TAFI in rs940GG carriers when compared to GC and CC genotypes
(p=0.010 and 0.001, respectively). When the same analysis was performed only for
the PCOS group similar results were found, with higher levels of TAFI in rs940GG
carriers when compared to GC genotype (p=0.032) (Table 2). No difference in TAFI
levels was observed when compared the genotypes regarding rs3742264 and

rs1926447 for entire population and PCOS group.

In a second analysis, the genotypes were grouped according to recessive and
dominant model of inheritance [GG + GA] x AA or [AA + GA] x GG for the polymorphism
rs3742264; [CC + CT] x TT or [TT + CT] x CC for the polymorphism rs1926447, and
[CC + GC] x GG or [GG + GC] x CC for the polymorphism rs940. Plasma TAFI levels
were higher in GG when compared to CC+GC carriers in the entire population (PCOS

+ control groups) and PCOS group (p=0.001 and 0.014, respectively). Moreover,
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GG+GC carrier showed higher TAFI levels in entire population when compared to CC
carriers (p=0.006). No difference was observed in the other polymorphism between the

groups (Table 3).

Plasma TAFI levels presents positive and weak correlation with: WC, PAI-1, D-Di, TG
and VLDLc; moderate correlation with BMI, insulin, HOMA-IR and LAP. Moreover,
there was negatively correlation with HDLc (Figure 2).

3.3 Plasminogen activator inhibitor — 1 (PAI-1)

The PAI-1 polymorphisms rs2227631 and rs1799889 were under Hardy-Weinberg
equilibrium (p>0.025). Difference in allelic and genotypic frequency between PCOS
and control groups was not significant (all p>0.05) (Table 3s). Analysis of haplotype
frequency showed that no haplotype was associated with PCOS (all p>0.05) (Table
4s).

To investigate the possible effects of polymorphisms on PAI-1 plasma levels, the entire
population studied was first evaluated, then just the PCOS group. The results of first
analysis show that there is no influence of these polymorphisms on PAI-1 plasma
levels (p>0.05 for all). However, higher levels of PAI-1 in AA genotype of rs2227631
polymorphism when compared to GG and GA carriers was observed only for PCOS
group (p=0.009 and 0.038, respectively). No significant difference was observed
regarding the PAI-1 plasma levels according to rs1799889 genotypes in PCOS group
(p>0.05) (Table 4).

Genotypes were gathered according to a recessive and dominant model of inheritance:
rs2227631 [AA/GA x GG or GG/GA x AA]; and rs1799889 [4G4G/5G4G x 5G5G or
5G5G/5G4G x 4G4G] in a second analysis. For the entire population, no influence was
observed (all p>0.5), however, when analysis was directed only to the PCOS group,
the results appointed higher plasma levels of PAI-1 in rs2227631AA or GA carriers
when compared with GG genotype (p=0.005) (Table 5).

Plasma PAI-1 levels were positively correlated with TAFI, CRP, TC, LDLc, VLDLc, TG,
fasting glucose, HOMA-IR, insulin, LAP, BMI, and WC. There was a negatively
correlation with HDLc (Figure 3).
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3.4 Multivariate logistic regression

The model of multivariate logistic regression was adequate according to the Hosmer
and Lemeshow test (p=0.416). We observed that WC (OR=0.902, p<0.001),
testosterone (OR=0.968, p=0.001), and TAFI levels (OR=0.455, p<0.001) were found
to be independently associated with PCOS (Table 6).

4 Discussion

This study investigated the association among three TAFI polymorphisms with plasma
TAFI levels and two PAI-1 polymorphisms with plasma PAI-1 levels in PCOS patients

and in a control group. D-dimer levels were also compared between these groups.

Women with PCOS are prone to high cardiovascular risk, with high frequency of
obesity, dyslipidemia, hypertension, diabetes, and several metabolic complications like
impaired glucose tolerance and insulin resistance [33, 34]. As expected, our results
showed higher rates of LAP, BMI, WC, HOMA-IR, testosterone, insulin, TC, LDLc,
VLDLc, TG and lower levels of HDLc in PCOS patients when compared with control

group. We also found higher plasma TAFI and PAI-1 levels in PCOS patients.

Our findings can be compared to results of earlier studies that demonstrate elevated
levels of TAFI and PAI-1 in PCOS patients and no significant difference in D-dimer
levels between these groups [35, 36, 37]. Yildiz et al., in the assessment of the global
fibrinolytic capacity of patients with PCOS, found no significant difference in D-dimer
values between PCOS and control groups [35]. Adali and colleagues found plasma
TAFI levels significantly higher in overweight or obese PCOS patients than in healthy
women [36]. Lin and coworkers found higher levels of PAI-1 in women with PCOS than
in healthy controls in a Chinese population [37]. The results have shown that TAFI and
PAI-1 levels were significantly higher in women with PCOS compared with healthy

controls, confirming the impairment in the fibrinolytic capacity of these women.

There was no difference in allelic and genotypic frequency of TAFI polymorphisms

rs3742264, rs940 and rs1926447 when compared the two groups, suggesting that
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these polymorphisms are not associated with PCOS onset. Zheng et al., found no
significant difference in allele and genotype frequencies of rs3742264 polymorphism
in patients with macrovascular disease and healthy individuals. In contrast, analysis of
the rs1926447 polymorphism revealed a statistically lower percentage of the T allele
in the macrovascular disease group than in healthy group [23]. The study by Tokgoz
et al., that evaluated TAFI polymorphisms in patients with cerebral venous thrombosis
also found no difference in allelic and genotypic distribution between groups. [38].
Tassies and coworkers showed that rs940GG and rs1926447TT were less frequent in
patients with acute coronary syndrome with ST-segment elevation [14]. Our
contrasting results could be partially explained by the different population genetic
background. Additionally, our results show no relationship between TAFI gene
haplotypes and PCOS.

An important association among TAFI levels and their polymorphisms has been
demonstrated [30, 41]. SNPs in the 3' UTR region could affect CPB2 mRNA
abundance by influencing the stability of the CPB2 transcript or polyadenylation site
selection resulting in lower TAFI levels [14]. The present study is the first to our
knowledge to demonstrate higher TAFI levels in rs940GG carriers in the entire
population (PCOS + control groups) and only PCOS, as well as comparative analysis
among genotypes on recessive and dominant model of inheritance. The data provide
preliminary evidence to suggest the influence of rs940GG genotype on plasma TAFI
levels in this population. Many studies in different populations have shown contrary
results to our data [30, 14, 39]. In evaluation of a healthy caucasian population, Henry
and colleagues found lower TAFI levels in GG genotype carriers in individual analysis
of the polymorphisms [30]. A study of Tassies and colleagues with acute coronary
syndrome patients also presents opposite results. They pointed lower plasma TAFI
levels in rs940GG carriers [14]. The presence of genotype GG in rs940 was associated
with higher risk of thrombotic microangiopathies, however, this genotype presented
lower TAFI levels in the Germany population [39]. A plausible reason for this
discrepancy might be different pathological condition, since this is the first study that
evaluates PCOS.

Although PCOS etiology is not completely understood yet, this syndrome is considered

a multifactorial disorder that involves genetics, endocrine, hemostatic and metabolic
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abnormalities. Since TAFI plays a key role on fibrinolysis regulation, and has been
associated with insulin resistance and other disorders [41], this study investigated the
correlation between plasma TAFI levels and hemostatic and biochemical parameters,
as well as cardiovascular risk factors in PCOS and control groups. A connection
between PCOS and hypofibrinolytic status has been demonstrated in several studies
[20, 21, 25]. In the present study, the correlation was shown between plasma TAFI
levels and PAI-1 and D-dimer. This finding is partially in agreement with Oral et al, that
reports correlation between TAFI and PAI-1 but not D-dimer [40]. It was found a
significant correlation between plasma TAFI levels and testosterone levels
contradicting data of Gulldas et al. that found no correlation between TAFI levels and
androgens [41]. Insulin, VLDLc, TG, HOMA-IR, LAP, BMI, and WC are also positively
correlated with plasma TAFI levels. Furthermore, correlation between HDLc and TAFI
levels was negative. This finding is congruent with studies that evaluated populations
of women with PCOS and healthy women [24, 40, 41]. These correlations emphasize
the risk of hemostatic and metabolic disorders that can be intensified with high TAFI

levels.

There was no significant difference in allelic and genotypic frequency of PAI-1
polymorphisms rs2227631 and rs1799889 in the evaluated groups, which suggests no
relationship between these polymorphisms and PCOS development. Studies
evaluating case-control populations with different conditions such as coronary heart
disease [42, 43] and recurrent abortion [44] have shown similar results for allele and
genotype frequencies between the groups. Abboud et al., found a higher frequency of
4G allele of the rs1799889 polymorphism and lower frequency of allele A of the
polymorphism rs2227631 in patients with myocardial infarction when compared to the
control group [31]. Discrepant findings among studies may be the result of the
heterogeneous nature of the population studied. In addition, PAI-1 polymorphisms

were not associated with PCOS by haplotype analysis.

Current literature supports the findings that plasma PAI-1 levels are influenced by
several polymorphisms in its gene, among them rs1799889 and rs2227631, and its
overexpression that leads to a decrease in fibrinolysis, and therefore, increases the
risk of thrombotic events [37, 45, 46]. The first polymorphism affects the binding of

nuclear proteins involved in the regulation of PAI-1 gene transcription. Homozygosity
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for 4G allele has been associated with increased transcription of the PAI-1 gene. [49].
A nucleotide substitution of guanine for adenine in the -844 position generates a
consensus sequence for the ETs nuclear protein (transcription factors that regulate
positively or negatively the expression of genes) potentially implicating in the regulation
of the PAI-1 gene [45]. High plasma PAI-1 levels are widely related to rs1799889
polymorphism, especially to 4G allele [37, 47] and to allele A of rs2227631
polymorphism [48, 18]. The present study demonstrated high PAI-1 levels in carriers
of rs2227631AA genotype in PCOS group.

Through analysis of the recessive and dominant model of inheritance, we observed
higher PAI-1 levels only in PCOS patients rs2227631AA or GA carriers. No difference
was found when the entire population was analyzed. Abboud and colleagues found a
similar result when assessing the association among rs2227631 and rs1799889
polymorphisms and PAI-1 levels in patients with myocardial infarction. They showed
that rs2227631AA carriers presented higher PAI-1 levels when compared with healthy
controls. In addition, they indicate an elevated risk of the occurrence of infarction in
patients with rs1799889-4G and rs2227631-A [31]. Morange and colleagues pointed
rs2227631AA genotype as a risk factor for venous thrombosis in factor V Leiden
carriers [49]. Lin et al. observed higher PAI-1 levels in Chinese women with PCOS
carrying rs2227631AA [37]. These data enable to highlight the functional role of
rs2227631 polymorphism in the regulation of PAI-1 gene expression in women with
PCOS.

PAI-1 levels are not influenced just by genetic factors. Metabolic factors also play an
important role in plasma PAI-1 concentration [50]. Our analysis showed a correlation
between PAI-1 levels with elements that determine adiposity such as BMI, WC and
LAP, as well as some characteristics of the metabolic syndrome like insulin, HOMA-
IR, fasting glucose, TG, TC, VLDLc, LDLc, and HDLc (negatively). It has also found
correlation between PAI-1 and TAFI. Similar correlations were found in different
studies [22, 49, 40]. A study evaluating metabolic biomarkers of overweight and lean
PCOS patients points to PAI-1 as an insulin resistance predictor in both women with
PCOS and healthy women [22]. According to Morange et al., myocardial infarction
patients present correlation between PAI-1 levels and insulin levels and BMI [49].
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Correlations between PAI-1/TAFI and PAI/HOMA-IR agree with Oral and colleagues,

who evaluated hemostatic parameters in PCOS patients on Turkey [40].

The link between inflammation and the fibrinolytic system and the key role of PAI-1 in
this binding are broadly described. Experimental in vivo studies performed in animal
models, as well as in humans, have shown that TNF-a (Tumor necrosis factor) and IL-
6 are important contributors to the increases of PAI-1 levels. IL-6 is an acute phase
inflammatory reaction protein produced after TNF-a and IL-1 stimulation that induces
the synthesis of CRP [50], which is in agreement with this results that showed positive

correlation between PAI-1 levels and CRP.

Finally, in a multivariate logistic regression analysis, this study points to abdominal
circumference, testosterone and TAFI levels independently associated with PCOS.
The association between abdominal circumference and testosterone with PCOS was
already expected, since obesity and hyperandrogenism are characteristics of these
syndrome, with hyperandrogenism being one of its diagnostic criteria. The association
of TAFI attests the impairment of fibrinolytic capacity in PCOS with an increase in the
cardiovascular risk for the patients. Several studies about TAFI suggest that increases
in TAFI levels contribute to arterial and venous thrombus formation [38]. Furthermore,

it is an independent variable in ischemic stroke [52].

5 Conclusion

The small sample analyzed may be considered the present study limitation.
Nevertheless, this is the first report to our knowledge indicating higher TAFI levels in
rs940GG carriers in both PCOS and control groups in Brazilian women. Our results
also showed that plasma TAFI and PAI-1 levels were significantly increased in women
with PCOS and that the genotype AA of rs2227631 polymorphism exerts influence on
plasma PAI-1 levels of women with PCOS leading to higher levels. The data provide
convincing evidence of an independently association of TAFI levels, testosterone and
abdominal circumference with PCOS. Further studies should be conducted in order to

validate our results in other populations.
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Table 1 — Clinical and biochemical characteristics of PCOS and control groups

Variable PCOS (n=94) Control (n=97) p
Age (years) 30.6 £5.0 295+7.1 0.214
BMI (Kg/m?) 29.0+5.2 25.0+4.1 < 0.001*
WC (cm) 96.3 + 13.2 84.6+12.8 < 0.001*
LAP 57.9+34.2 30.1+22.6 < 0.001*
HOMA-IR 2.6 (3.4) 1.5(0.9) < 0.001*
Testosterone (ng/dL) 54.6 + 38.8 29.1+£14.0 < 0.001*
TC (mg/dL) 193.2 +37.0 180.7 + 34.2 0.005*
HDLc (mg/dL) 44.0 (19.0) 53.0 (18.0) < 0.001*
LDLc (mg/dL) 116.8 + 32.3 105.7 + 31.7 < 0.001*
VLDLc (mg/dL) 22.9 (16.0) 17.6 (10.0) 0.006*
TG (mg/dL) 115.0 (78.0) 84.0 (51.0) 0.002*
Fasting glucose (mg/dL) 87.1+£9.1 86.9+95 0.265
Insulin (uUl/mL) 12.4 (16.8) 7.4 (4.1) < 0.001*
CRP (mg/dL) 5.0 (8.6) 4.0 (2.0) 0.166
D-Di (pg/mL) 181.3 (180.5) 175.6 (157.3) 0.269

BMI (body mass index), WC (waist circumference), LAP (lipid accumulation product), HOMA-IR
(Homeostatic Model Assessment - Insulin resistance), TC (total cholesterol), HDLc (high density
lipoprotein cholesterol), LDLc (low density lipoprotein cholesterol), VLDLc (very low density lipoprotein
cholesterol), TG (triglycerides), CRP (C-reactive protein). Normal variables are shown as mean +
Standard Deviation. Non-normal variables are shown as median (Interquartile Range). Student t test for
normal variables and Mann-Whitney test for non-normal variables. Significant*: p<0.05.
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Table 2 - TAFI levels according to the genotypes of the polymorphisms rs3742264,
rs1926447 and rs940

PCOS and control groups

Genotypes
GG (n=67)y _GA (n=76)a AA (n=17)@ P
rs3742264
TAF! (ba/mL) 5.6+1.8 6.1+1.6 5.9 +1.4 0.320 (a)
CC(n=71)ay CT((=102)2 TT (n=18)3) p
rs1926447
TAF! (ug/mL) 6.2+ 1.7 57+15 5.9+ 2.0 0.171 (a)
GG (n=122),) GC(h=61)2 CC(n=11)3) p
0.001*(a)
rs940 0.010%(b)
+ + +
TAF! (ug/mL) 6.2+ 1.6 5.6+ 1.5 46+12 0.00170)
0.070 (d)
PCOS group
Genotypes
GG (n=36)y  GA (n=38)y _ AA (n=5)a P
rs3742264
TAFI (ug/mL) 6.4+1.9 6.8+1.7 7.2+1.1 0.444 (a)
CC (n=37)q CT (n=45)@ TT (n=12)3) p
rs1926447
TAFI (ug/mL) 7.0+1.7 6.4+1.7 70+1.3 0.208 (a)
GG (h=64)ny GCM=29r CC=4)@m p
0.037* (a)
rs940 0.032* (b)
TAF! (ugimL) 7.0+16 6.2+ 1.7 5.6 + 0.4 0.089 (0)
0.459 (d)

TAFI levels (thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor) are shown as mean = Standard Deviation.
(rs3742264): Group 1 — Genotype GG; Group 2 — Genotype GA; Group 3 — Genotype AA. (rs1926447):
Group 1 — Genotype CC; Group 2 — Genotype CT; Group 3 — Genotype TT. (rs940): Group 1 — Genotype
GG; Group 2 — Genotype GC; Group 3 — Genotype CC. (a) ANOVA test for groups 1, 2 and 3. (b) t
Student Test for groups 1 and 2. (c) t Student Test for groups 1 and 3. (d) Test t de Student for groups
2 and 3. Significant*: p<0.05. n = number of individuals in each genotype.
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Table 3 — TAFI levels according to recessive and dominant model of inheritance for
the polymorphisms rs3742264, rs1926447 and rs940

PCOS and control groups

(s3742264 GGIGA  AA AAIGA GG
(n=143) (n=17) b (n=93) (n=67) P
TAFL 59417 50+14 0909 61+1.6 55+1.8 0.056
(Mg/mL)
rs1926447 CC/ICT 1T TTICT  CC
(n=173) (n=18) b (n=120) (n=71) b
TAFL 59416 50420 00988 57+16 62+17 0.071
(Mg/mL)
rs940  CCIGC GG GGIGC  CC
(n=72) (n=122) b (n=183) (n=11) P
TAFl 04415 62+1.6 0001* 60+1.7 46+12 0.006*
(Lg/mL)
PCOS group
rs3742264 GGIGA  AA AAIGA GG
(n=74) (n=5) P (n=43)  (n=36) P
TAFL 66418 72412 0502 69+1.6 63+1.9 0.110
(ug/mL)
rs1926447 CC/ICT 1T TTICT  CC
(n=82) (n=12) b (n=57) (n=37) b
TAFl 62417 70413 0602 65417 7.0+17 0.161
(Lg/mL)
rs940 CCIGC GG GGIGC __ CC
(n=33) (n=64) P (n=93)  (n=4) P
TAFI 61416 70+1.6 0014* 68+1.7 56+05 0.163
(Mg/mL)

TAFI levels (thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor) are shown as mean = Standard Deviation. t
Student Test. Significant*: p < 0.05. n = number of individuals in each genotype.
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Table 4 — PAI-1 levels according to the genotypes of the polymorphisms rs2227631
and rs1799889

PCOS and control groups

Genotypes
GG GA AA
(n=73)q) (n=86)) (n=27)s) P
rs2227631
PAI-1 (ug/mL) 33.1(34.3) 39.5(25.6)  40.0(38.4) 0.184 (a)
5G5G 5G4G 4G4G
(n=45) (n=84) (n=43)@) P
rs1799889
PAI-1 (ug/mL) 35.4 (31.6) 38.2 (32.1) 42.1 (39.1) 0.771 (a)
PCOS group
Genotypes
GG GA AA
(n=33)w (n=42)@) (n=17)@) b
0.016* (a)
rs2227631 0.009* (b)
PAI-1 (ug/mL) 32.1 (31.2) 48.3 (27.5) 55.6 (47.6) 0.038 ()
0.472 (d)
5G5G 5G4G 4G4AG
(n=24)q (n=42)e) (n=22)a) p
rs1799889
PAI-1 (ug/mL) 31.3 (44.4) 41.2 (31.2) 46.3 (49.1) 0.199 (a)

PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) levels are shown as median and interquartile range.
(rs2227631): Group 1 — Genotype GG; Group 2 — Genotype GA; Group 3 — Genotype AA. (rs1799889):
Group 1 — Genotype 5G5G; Group 2 — Genotype 5G4G; Group 3 — Genotype 4G4G. (a) Kruskal-Wallis
Test for groups 1, 2 and 3. (b) Mann-Whitney Test for groups 1 and 2. (c) Mann-Whitney Test for groups
1 e 3. (d) Mann-Whitney Test for groups 2 and 3. Kruskal-Wallis Test followed by Bonferroni correction.
Significant*: p<0.05. n = number of individuals in each genotype.
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Table 5 — PAI-1 levels according to recessive and dominant model of inheritance for
the polymorphisms rs2227631 and rs1799889

PCOS and control groups

rs2227631
AA/GA GG GGIGA AA
(n=113) (=73) P (n=160) (=27) P
PAI-1 (ug/mL)  40.0(26.3) o1 0064 37.7300) 200 (397
o (34.3) s (38.4)
rs1799889
4GAG/5GAG  5G5G 5G5G/5GAG  4G4G
(n=127) (n=45) P (n=129)  (n=43)
35.4 42.1
PA-L(ug/mL)  384(321) ) 0912 380(316) (357) 0.480
PCOS group
rs2227631
AA/IGA GG GGIGA AA
(n=59) (n=33) P (n=75) (n=17) P
321  0.005 55.6
PA-L(ug/mL)  48.6(320) 1% 395(310) g 0146
rs1799889
4GAG/5GAG  5G5G 5G5G/5GAG  4GA4G
(n=64) (n=24) P (n=66)  (n=22)
PAI-1 (ug/mL) 429(35.9) °+3 0107 39.0(39.4) 93 0190
7 (99 (44.4) 0 (93, (49.1)

PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) levels are shown as median and interquartile range. Mann-
Whitney Test. Significant: p<0.05. n = number of individuals in each genotype.

Table 6 — Multivariate logistic regression considering PCOS and control groups as

dependent variable.

Variable p OR IC

WC (cm) <0.001 0.902 0.867 — 0.939
Testosterone (ng/dL) 0.001 0.968 0.950 - 0.987
TAFI (ug/dL) <0.001 0.455 0.318 — 0.651

WC (waist circumference). Significant*: p<0.05. Hosmer and Lemeshow Test = 0.416.
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Figure 1 — Plasma TAFI and PAI-1 levels from PCOS and control groups
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TAFI (thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor): Student t teste. PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1): Mann-

Whitney test. Significant*: p<0.05.



Figure 2 — Correlations between TAFI levels and hemostatic and biochemical parameters and cardiovascular risk factors.
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TAFI (thrombin activatable fibrinolysis inhibitor), BMI (body mass index), WC (waist circumference), PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1), D-Di (D-dimer),
HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment - Insulin resistance), LAP (lipid accumulation product), TG (triglycerides), HDLc (high density lipoprotein cholesterol),
VLDLc (very low density lipoprotein cholesterol). Participants = 189. Strength of the correlation: weak (0.10 < r < 0.29), moderate (0.30 < r < 0.49), strong (0.50

<r<1)[53].
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Figure 3 — Correlations between PAI-1 levels and hemostatic and biochemical parameters and cardiovascular risk factors.
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PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1), BMI (body mass index), TAFI (thrombin activatable fibrinolysis inhibitor), HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment
- Insulin resistance), TC (total cholesterol), TG (triglycerides), LDLc (low density lipoprotein cholesterol), VLDLc (very low density lipoprotein cholesterol), CRP

(C-reactive protein). Participants = 145. Strength of the correlation: weak (0.10 < r < 0.29), moderate (0.30 < r < 0.49), strong (0.50 <r < 1) [53].
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Table 1s - Allelic and genotypic frequency of TAFI polymorphisms in PCOS and control

groups
rs3742264 PCOS (n=79) Control (n=81)
Genotype n Frequency n Frequency p
GG 36 45.6% 31 38.3%
GA 38 48.1% 38 46.9% 0.199
AA 5 6.3% 12 14.8%
Allele PCOS (n= 158) Control (n=162) p
G 110 69.6% 100 61.7% 0137
A 48 30.4% 62 38.3% '
rs1926447 PCOS (n=94) Control (n=97)
Genotype n Frequency n Frequency p
CC 37 39.4% 34 35.1%
CT 45 48.0% 57 58.7% 0.174
TT 12 12.6% 6 6.2%
Allele PCOS (n=188) Control (n=194) p
C 119 63.3% 125 64.4% 0817
T 69 36.7% 69 35.6% '
rs940 PCOS (n=97) Control (n=97)
Genotype n Frequency n Frequency p
GG 64 66.0% 58 59.8%
GC 29 30.0% 32 33.0% 0.532
CC 4 4.0% 7 7.2%
Allele PCOS (n=194) Control (n=194) p
G 157 81.0% 148 76.3% 0.265
C 37 19.0% 46 23.7% '

Chi-Square Test. Significant: p<0.05.
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Table 2s — Haplotype distribution of TAFI gene (rs3742264, rs1926447 and rs940) in

PCOS and control groups

Haplotype PCOS Control p
GCG 34.0% 32.0% Reference
GCC 5.0% 2.0% 0.67
GTC 11.0% 20.0% 0.09
GTG 18.0% 8.0% 0.16
ACG 20.0% 30.0% 0.21
ATG 10.0% 6.0% 0.58

Pearson x2-test or Fisher test. p<0.05 was considered significant.

Table 3s - Allelic and genotypic frequency of PAI-1 polymorphisms in PCOS and

control groups

rs2227631 PCOS (n=92) Control (n=94)
Genotype n Frequency n Frequency p
GG 33 35.8% 40 42.6%
GA 42 45.7% 44 46.8% 0.285
AA 17 18.5% 10 10.6%
Allele PCOS (n=184) Control (n=188) p
G 108 58.7% 124 66%) 0148
A 76 41.3% 64 (34.0%) '
rs1799889 PCOS (n= 88) Control (n= 84)
Genotype n Frequency n Frequency p
5G5G 24 27.3% 21 25.0%
5G4G 42 47.7% 42 50.0% 0.937
4GAG 22 25.0% 21 25.0%
Allele PCOS (176) Control (n=168) p
5G 90 51.1% 84 50.0% 0817
4G 86 48.9% 84 50.0% '

Chi-Square Test. Significant: p<0.05.

Table 4s - Haplotype distribution of PAI-1 gene (rs2227631 and rs1799889) in PCOS

and control groups

Haplotypes PCOS Control p
G5G 39.0% 46% Reference
A4G 31% 31% 0.66
A5G 11.0% 5.0% 0.17
G4G 19.0% 18.0% 0.72

Pearson x2-test or Fisher test. p<0.05 was considered significant.
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5 Discussao

O presente trabalho avaliou a associacao entre trés polimorfismos do TAFI com seus
niveis plasmaticos e dois polimorfismos do PAI-1 com os niveis plasmaticos dessa
proteina em pacientes com SOP e em um grupo controle. Além disso, também foram
comparados entre 0s grupos 0s niveis plasmaticos de dimero-D.

Mulheres portadoras da SOP estdo propensas a elevado risco cardiovascular, com
elevada frequéncia de obesidade, dislipidemia, diabetes e diversas complicacdes
metabdlicas como tolerancia a glicose diminuida e resisténcia a insulina (BALDANI et
al., 2015; NASCIMENTO et al.,, 2015). Como esperado, o0s resultados mostram
maiores indices de LAP, IMC, CA, HOMA-IR, testosterona, insulina, TG, CT, LDLc, e
VLDLc além de menores niveis de HDLc nas pacientes quando comparadas ao grupo
controle.

Tais resultados estdo em concordancia com trabalhos que evidenciaram niveis
elevados de TAFI e PAI-1 em pacientes com SOP (YILDIZ et al., 2002; LIN et al.,
2009; ADALI et al., 2010). Yildiz et al., ao avaliarem a capacidade fibrinolitica global
de mulheres com SOP encontraram niveis semelhantes de dimero-D entre as
pacientes e as mulheres saudaveis (YILDIZ et al., 2002). Adali e colaboradores
encontraram niveis de TAFI mais elevados em mulheres obesas e com sobrepeso
portadoras da SOP, em comparacao ao grupo controle (ADALI et al., 2010). Lin e
colaboradores, ao investigarem possiveis efeitos de polimorfismos do PAI-1 em
chinesas portadoras da SOP, encontraram niveis de PAI-1 elevados nessas mulheres
em comparacdo com as mulheres saudaveis, confirmando o prejuizo da capacidade
fibrinolitica das pacientes (LIN et al., 2009).

As frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos rs3742264, rs1926447 e
rs940 do gene do TAFI nos grupos SOP e controle ndo apresentaram diferenca
significativa, sugerindo que tais polimorfismos ndo estdo associados ao
desenvolvimento da SOP. Zheng e colaboradores avaliaram os efeitos de
polimorfismos de Unico nucleotideo (SNP) do gene do TAFI no risco da doenca
macrovascular diabética e ndo encontraram diferenca significativa nas frequéncias
alélicas e genotipicas do polimorfismo rs3742264. Entretanto, a analise do
polimorfismo rs1926447 revelou menor porcentagem do alelo T no grupo de pacientes

guando comparado ao grupo controle (ZHENG et al., 2015).
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O estudo de Tokgoz et al., que avaliou polimorfismos do TAFI em pacientes com
trombose venosa cerebral, também evidenciou as frequéncias alélicas e genotipicas
semelhantes entre os grupos caso e controle (TOKGOZ et al.,, 2013). Tassies e
colaboradores mostraram menores frequéncias dos gendtipos rs940GG e
rs1926447TT em pacientes com sindrome coronariana aguda que apresentavam
supra desnivelamento no segmento ST do eletrocardiograma (TASSIES et al., 2009).
A divergéncia entre os dados apresentados no presente estudo e a literatura pode ser
parcialmente explicada pelos diferentes contextos genéticos da populagdo. Além
disso, os resultados apresentados no presente estudo ndo mostram relacdo entre
haplétipos do gene do TAFI e a SOP.

Tem sido demonstrada importante associacdo entre os niveis de TAFI e seus
polimorfismos (HENRY et al., 2001; GULDAS et al., 2015). A presenca de SNPs na
regidao 3 UTR pode afetar a quantidade de mRNA do CPB2 por influenciar a
estabilidade de transcricdo desse gene ou a selecdo do sitio de poliadenilacao,
resultando em menores niveis de TAFI (TASSIES et al., 2009). O presente estudo traz
dados novos para a literatura quando, ao apresentar seus resultados, revela, tanto em
analise comparativa entre os genaétipos, quanto em analise do modelo de heranca
recessivo e dominante, niveis de TAFI mais elevados nas carreadoras do genaétipo
GG do polimorfismo rs940 na populacdo estudada como um todo (SOP + grupo
controle) e no grupo SOP quando avaliado individualmente. Esses dados fornecem
evidéncias preliminares para sugerir a influéncia desse gendtipo nos niveis
plasmaticos de TAFI nessa populacdo. Esses sdo contrarios aos resultados
encontrados em diversos estudos realizados com diferentes populacdes (HENRY et
al., 2001; SUCKER et al., 2009; TASSIES et al., 2009). Em anélise individual de
polimorfismos do TAFI numa populacéo de individuos caucasianos saudaveis, Henry
e colaboradores encontraram menores niveis de TAFI nos carreadores do gendétipo
GG do rs940 (HENRY et al., 2001). A presenca do gendtipo GG deste polimorfismo
foi associada ao risco aumentado de microangiopatia trombatica em uma populacéo
alema, contudo, os carreadores desse genotipo apresentaram menores niveis de
TAFI. Uma explicacéo plausivel para a divergéncia apresentada nos resultados pode
ser as diferentes condi¢Bes patologicas entre as populagdes estudadas, uma vez que

este é o primeiro trabalho a avaliar a SOP.
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Embora a etiologia da SOP ainda ndo seja totalmente elucidada, essa sindrome &
considerada um distarbio multifatorial que envolve anormalidades genéticas,
enddcrinas, hemostéticas e metabdlicas (DE MENDONCA-LOUZEIRO et al., 2015).
Sabendo-se que o TAFI é uma peca chave na regulacéo da fibrindlise e que tem sido
associado a resisténcia a insulina e outras desordens (GULDAS et al., 2015), o
presente estudo investigou a correlacdo entre os niveis plasmaticos de TAFI e os
parametros hemostéticos e bioquimicos, além de fatores de risco cardiovascular em
ambos os grupos, SOP e controle. A conexdo entre a SOP e estado de hipofibrindlise
tem sido demonstrada em varios estudos (DE MENDONCA-LOUZEIRO et al., 2015;
ROSENFIELD et al., 2016; SUR et al., 2016). No presente estudo foi apresentada
correlagdo entre os niveis plasmaticos de TAFI, PAI-1 e dimero-D. Esses dados estdo
em parcial concordancia com o trabalho de Oral et al., no qual foi encontrada
correlacdo entre TAFI e PAI-1, ndo sendo apresentada correlacdo com dimero-D
(ORAL et al., 2009). Os niveis de testosterona apresentaram correlacao positiva com
os niveis de TAFI, contradizendo os dados de Gildas et al., que ndo encontraram
correlacdo entre os niveis de TAFI e andrégenos (GULDAS et al., 2015). Insulina,
VLDLc, TG, HOMA-IR, LAP, IMC e CA também estédo positivamente correlacionados
com os niveis plasmaticos de TAFI. Além disso, foi encontrada correlacdo negativa
entre niveis de TAFI e HDLc. Esses resultados corroboram com estudos que
avaliaram populacbes de mulheres com SOP e mulheres saudaveis (ORAL et al.,
2009; DE MENDONCA-LOUZEIRA et al., 2013; GULDAS et al., 2015). As correlacdes
apresentadas ressaltam o risco de desordens hemostaticas e metabdlicas que podem
ser intensificados pelo aumento dos niveis de TAFI.

Os polimorfismos rs2227631 e rs1799889 do gene do PAI-1 ndo apresentaram
diferenca significativa em suas frequéncias genotipicas e alélicas entre os grupos SOP
e controle no presente estudo, o que sugere nao haver relacdo entre estes
polimorfismos e o desenvolvimento da SOP. Estudos de avaliagdo caso-controle em
populacdes com diferentes condicbes como doenca arterial coronariana (SU et al.,
2006; KOCH et al.,, 2010) e abortos recorrentes (KIM et al., 2014) apresentaram
resultados similares para as frequéncias genotipicas e alélicas entre os grupos.
Abboud e colaboradores encontraram maior porcentagem do alelo 4G do polimorfismo
rs1799889 e menor porcentagem do alelo A do rs2227631 em pacientes com infarto
do miocardio quando comparados ao grupo controle (ABBOUD et al., 2010). Os

achados divergentes entre os estudos podem ser resultado da natureza heterogénea
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das populacdes estudadas. Além disso, os polimorfismos do PAI-1 ndo mostraram
associacdo com a SOP por meio da analise de haplétipos.

E extensamente descrito na literatura que os niveis plasmaticos de PAI-1 s&o
influenciados por véarios polimorfismos encontrados em seu gene, dos quais
destacam-se 0 rs1799889 e o0 rs2227631 (LIN et al., 2009; VERSCHUUR et al., 2005;
GARCIA-GONZALEZ et al., 2015). O primeiro polimorfismo afeta a ligacdo de
proteinas nucleares envolvidas na regulagdo da transcricdo do gene do PAI-1. A
homozigose para o alelo 4G tem sido associada com o0 aumento da transcricdo do
gene do PAI-1 (MORANGE et al., 2000). A substituicdo de uma guanina por uma
adenina na posicao -844 gera uma sequéncia consenso para a proteina nuclear ETs
(familia de fatores de transcricdo que regulam positiva ou negativamente a expressao
dos genes) que interfere potencialmente na regulacdo do gene do PAI-1 (GARCIA-
GONZALEZ et al.,, 2015). Niveis mais elevados de PAI-1 s3o amplamente
relacionados ao polimorfismo rs1799889, especialmente para o alelo 4G (LIN et al.,
2009; GARCIA et al., 2016) e ao alelo A do rs2227631 (PARPUGGA et al., 2015; XU
et al., 2016). O presente estudo encontrou niveis elevados de PAI-1 em carreadoras
do gendtipo rs2227631AA.

Por meio de andlise do modelo de heranca recessivo e dominante observou-se, neste
trabalho, maiores niveis de PAI-1 apenas em pacientes com SOP carreadoras dos
gendtipos rs2227631AA ou GA. Néo foi encontrada diferenca significativa quando a
populacdo foi avaliada reunida em um anico grupo. Abboud e colaboradores
encontraram resultados similares ao avaliarem a associacao entre os polimorfismos
rs2227631 e rs1799889 e os niveis de PAI-1 em pacientes com infarto do miocérdio.
Foi demonstrado que os carreadores do rs2227631AA apresentaram maiores niveis
de PAI-1 em relacdo ao grupo controle. Além disso, apontaram elevado risco de
ocorréncia de infarto nos pacientes com rs1799889-4G e rs2227631-A (ABBOUD et
al., 2010). Morange et al., apontaram o genoétipo rs2227631AA como um risco para
trombose venosa em carreadores do fator V de Leiden (MORANGE et al., 2000). O
estudo realizado por Lin e colaboradores em uma populacédo de chinesas portadoras
da SOP apresentou maiores niveis de PAI-1 nas pacientes carreadoras do genétipo
AA do polimorfismo rs2227631 quando comparadas ao grupo de mulheres saudaveis
(LIN et al., 2009). Esses dados permitem ressaltar o papel funcional do polimorfismo
rs2227631 na regulagéo da expresséo do gene do PAI-1 em mulheres com SOP.



72

Os niveis de PAI-1 séo influenciados ndo s6 por determinantes genéticos. Fatores
metabdlicos também desempenham importante papel na concentracao plasmatica de
PAI-1 (CESARI et al.,, 2010). As analises realizadas neste estudo demonstram
correlagdo entre os niveis de PAI-1 e elementos determinantes da adiposidade, como
IMC, CA e LAP, bem como com algumas caracteristicas da sindrome metabdlica,
como insulina, HOMA-IR, glicemia em jejum, TG, CT, LDLc, VLDLc e HDLc
(correlacdo negativa). Correlacbes semelhantes foram encontradas em diversos
estudos. A avaliacdo de biomarcadores metabdlicos em portadoras da SOP magras e
com sobrepeso realizada por Cassar e colaboradores apresenta o PAI-1 como um
preditor de resisténcia a insulina tanto em mulheres com SOP quanto em mulheres
saudaveis (CASSAR et al., 2015). Segundo Morange et al., pacientes com infarto do
miocardio apresentaram correlagdo entre PAI-1 e o0s niveis de insulina e IMC
(MORANGE et al., 2000). As correlagcdes entre PAI-1/HOMA-IR e PAI-1/TAFI estao
em concordancia com o estudo de Oral e colaboradores, que avaliaram parametros
hemostaticos em mulheres portadoras de SOP na Turquia (ORAL et al., 2009).

A conexdo entre inflamacao e o sistema fibrinolitico € amplamente descrita. Estudos
experimentais in vivo realizados em modelos animais e em humanos tem mostrado
gue TNF-a (fator de necrose tumoral) e IL-6 (interleucina 6) contribuem de maneira
importante para o0 aumento dos niveis de PAI-1. IL-6 é uma proteina de fase aguda da
inflamacédo produzida apos estimulo de TNF-a e IL-1 que induz a sintese de PCR
(CESARI et al., 2010), o que corrobora com a correlagcdo positiva entre os niveis de
PAI-1 e PCR apresentada no presente estudo.

Por fim, em analise de regressao logistica multivariada, o presente trabalho aponta a
circunferéncia abdominal, a testosterona e os niveis de TAFI independentemente
associados a SOP. A associacao da CA e da testosterona ja eram esperadas, uma
vez que a obesidade e o hiperandrogenismo sao caracteristicas da SOP, além do
hiperandrogenismo ser um dos critérios de diagndstico dessa sindrome. A associagao
do TAFI indica o prejuizo da capacidade fibrinolitica na SOP com aumento do risco
cardiovascular das pacientes. Estudos a respeito do TAFI sugerem que seus niveis
plasmaticos contribuem para a formacdo de trombos venosos e arteriais, além de
estarem independentemente associados ao acidente vascular cerebral isquémico
(LADENVAL et al., 2007; TOKGOZ et al., 2013).
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6 Consideracdes Finais

O tamanho reduzido da populagao analisada pode ser considerado uma limitagcao do
presente estudo. No entanto, este € o primeiro relato, ao nosso conhecimento,
indicando niveis mais elevados de TAFI em portadoras do gendétipo GG do
polimorfismo rs940 em mulheres com SOP isoladamente e todas as participantes
reunidas em um Unico grupo. Os resultados mostraram que 0s niveis plasmaticos de
TAFI e PAI-1 foram significativamente aumentados em mulheres com SOP e que o
genaotipo AA do polimorfismo rs2227631 exerce influéncia nos niveis plasmaticos de
PAI-1 de mulheres com SOP levando a niveis mais elevados. Os dados demonstram
uma associacao independente dos niveis de TAFI, testosterona e circunferéncia
abdominal com a SOP. Outros estudos devem ser conduzidos para validar nossos

resultados em outras populacdes.
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8 Anexos
ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 0379.0.203.000-11

Interessado(a): Profa. Marinez de Oliveira Sousa

Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldégicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 06 de setembro de 2011, apos atendidas as solicitagcdes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "O papel das citocinas e os
parametros bioquimicos na sindrome de ovarios policisticos"” bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatoério final ou parcial devera ser encaminhado aoc COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepl@prpg.ufime.br
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ANEXO B

— 9 Congresso Brasileiro
: de Patologia Clinica
i Medicina Laboratorial

39 Congresso Brasileiro de
Informatica Laboratorial
A Medicina Laboratonial na assisténcia i salde

" 26 229 de setembro de 2017
:.. Palicio das Convengdes do Anhembi Parque
" sioPaulo-sP

Dr. (a) JULIANE DE CARVALHO ALBUQUERQUE,

Co-autores:
SILVA, F. S.; CANDIDO, A. L.; BORGES, K. B. G.; FERREIRA, C. N.;

Com grande satisfacdo, informamos que o resumo de Tema Livre de sua autoria intitulado "ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO C1542G (RS940) DO GENE DO
INIBIDOR DA FIBRINOLISE ATIVADO PELA TROMBINA (TAFI) EM PORTADORAS DA SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS.” foi avaliado pelos revisores
como MUITO BOM ou EXCELENTE e, desta forma, foi selecionado para apresentacdo ORAL no 51° Congresso Brasileiro de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial.

De forma a possibilitar maior divulgacéo cientifica e interac&o entre os participantes, neste ano foram selecionados os 59 melhores resumos, que serdo apresentados
em grupos de 5 (cinco).

Como informado na pagina do congresso, os autores deverdo fazer sua apresentacéo diante do totem indicado na tabela abaixo. onde seu frabalho estara disponivel
na forma de poster eletronico.

A apresentacdo devera ser de 5 minutos, restando 10 minutos para arguicgo e debates pelos avaliadores e demais participantes.

As apresgntaci‘)es orais ocorrerdo no 1° Piso na Area de Exposicado, durante o intervalo de 13 as 14:15h dos dias 26 e 27/09 (terca e quarta-feira), conforme
distribuicao abaixo (numero do resumo). Solicitamos que os apreésentadores estejam presentes no local s 12:45h.
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ANEXO C

: 2 Congresso Brasileiro
. de Patologia Clinica
Medicina Laboratorial

39 Congresso Brasileiro de
Informatica Laboratorial
A Medicina Laboratorial na assisténcia § salide

26 & 29 de setembro de 2017
9 Paldcio das Convengdes do Anhembil Parque
3o Pawio - SP

A
O
4

CLAUDIA NATALIA FERREIRA

Co-3utores:

ALBUQUERQUE, J.C_; RIBEIRO, T. H. O_; CANDIDO, A. L.; BORGES, K.B.G;

Com satisfagdo informamos que o resumo intitulado INFLUENCIA DO POLIMORFISMO -844A/G NO GENE DO INIBIDOR DO ATIVADOR TECIDUAL DO PLASMINOGENIO (PAI-1) EM
PORTADORAS DA SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS foi salecionado para ser apresentado em forma de POSTER ELETRONICO, no 51° Congresso Brasileiro de Patologia

Clinica/Medicina Laboratorial, e o 3° Congresso Brasileiro de Informatica Laboratorial, no Palicio das Convencdes do Anhembi Parque, S30 Paulo, SF, de 26 3 20 de setembro de 2017.

Reszaltamos que & imprescindivel que pelo menos um dos autores esteja devidamenie registrado no 51° Congresso da SEPC/ML. Deste modo, os autores poder3o realizar seu registro no evento até
18/08/2017. Caso ndo haja autor registrado no evento até ests data, o resumo nio far3 parte da publicacdo.

Para reahzar 3 mscncao acessar www.cbpeml.org bre ;ocalxzar Insencao Digitar o CPF e selecionar a categoria de znscncao (20 escolher a forma de pagamenio, o sistema automaticamente
processara os valores conforme valor inicial para registro prévic).

Lembramos que as instrugdes e sugestdes para confeccdo do pdster eletrdnico estdo disponiveis em www.cbpeml.org. or.
Aceitem. em nome da Comissdo Organizadora, nossos sinceros parabéns!

Atenciosamente,
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ANEXO D

Certificamos que

JULIANE DE CARVALHO ALBUQUERQUE

participou do

18°congresso Brasileiro de Patolopia Glinica
Medicina Laboratorial exposicio técaice-clentinica

A evelucdo de conhecimento cientifico 3,9.1.‘,.!
@ as coniribuigdes da Medicina Laboratorial 9 2 12

centro de Convencdes Sulmerica
www.cbpcmi.org.br

na gualidade de autor responsével do tema livre "“THROMBIN-ACTIVABLE
FIBRINOLYSIS INHIBITOR LEVELS AND THR3 25ILE POLYMORPHISM IN WOMEN
WITH POLYCYSTIC OVARY SYNDROME" , tendo como co-autores "CANDIDO, A. L.,
FRANCA, M. O. S., BORGES, K. B. G., FERREIRA, C. N.".

K5 sercme <YAMB

reslagte: ")’ mmmeen Al



ANEXO E

ACCEPTED BY TITLE

Lipid profile in newly diagnosed people with type 2 diabetes in Albania
A. Shehu, E Toti L. Bruka, A. Doko, K. Hoti (Albania)

Outbreak of extremely drug-resistant acinetobacter baumannii in patients with diabetes
S.Ali Dina, R. Sabir, A. fFawwad (Pakistan)

Association analysis between body weight and management of glucose in Chinese type
2 diabetes patients
X.L. Caj X. Jin, J. Wu, Y.L. Chen, X.Y. Han, L.N. Ji (China)

The impact of obesity indices on predictibility of metabolic syndrome
A. Bener, S. Darwish, A. Al-Hamag, E.A. Nasralla (Qatar)

Bariatric surgery: prior history in parents does not mean future intention for children
R.Kalic, LA. Curran, E.A. Davis (Australia)

Safety, tolerability and bioavailability of metformin glycinate in healthy Spanish volunteers
J.Iglesias, J. Gonzalez-Canudas, Y. Romero-Antonio, R.M. Antonijoan-Arbds (Mexico)

Metformin and lactic acidosis: coincidence rather than cause
EY. Lee YH. Lee, B.W. Lee, E.S. Kang, CW.Ahn, B.S. Cha, H.C Lee (Korea)

Effects of mifepristone on glycolipid metabolism of type 2 diabetes mellitus in rats
XH. Luo, R. Zhang, J. Zhou, C.Y. Wang, R.Y. Xu, X.Y. Ye (China)

Antidiabetic and antioxidant potential of Couroupita guianensis leaves in streptozotocin
induced diabetic rats
G. Somani R. Chaudhari . Sathaye (India)

Thrombin-activable fibrinolysis inhibitor levels and Thr325Ile polymorphism in women
with polycystic ovary syndrome

1.C. Albuguerque, £S. Silva, |.R. Santos, A.L. Candido, FR. Oliveira, M.O. Séter, M.F. Sales, M.O. Sousa,
K.B. Gomes, C.. Ferreira (Brazil)

Dietary treatment in gestational diabetes mellitusand quality of habitual diet: relation
with birth weight
EE Lauszus, A.S. Christensen, H.S. Jensen, J.H. Boris, L. Viggers (Denmark)

Ankle-brachial index in a sample of diabetic patients
E. Vazquez Seijas, M.C. Lopez silva, C. Pena Meilan, M.J. Cora Corral, C. Pardo Roibas, P. Gonzalez Gonzalez,
M. Sanchez de Enciso Ruiz, C. Rodriguez Fernandez (Spain)

AbT-2047

AbT-2048

AbT-2049

AbT-2050

AbT-2051

AbT-2052

AbT-2053

AbT-2054

AbT-2055

AbT-2056

AbT-2057

AbT-2058

BASIC AND CLINICAL SCIENCE

471
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9 Apéndice

APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

FICHA CLINICA
Projeto de Pesquisa “O PAPEL DAS CITOCINAS E OS PARAMETROS
BIOQUIMICOS NA SINDROME DOS OVARIOS POLICiSTICOS”

| - IDENTIFICA(;AO:
1.Nome:

2.Data de nascimento: / /

Naturalidade:

3.Endereco:

4 Telefone:
5. CEP:

6.Data da entrevista/coleta de sangue: / /

7.Jejum:

Il - DADOS DEMOGRAFICOS:
1.Sexo: ( )M ( )F
2.Estado Civil: ( ) solteiro ( ) casado ( )viuvo ( )separado ( ) divorciado

3.Tabagista: ( ) Nao ( ) Sim Quantos cigarros por dia, em média:

4.Ex-tabagista: ( ) Nao ( ) Sim Parou a quanto tempo:
5.Etilista: ( ) Nao ( ) Sim
Qual bebida: Quantidade/dia:

6.Ex-etilista: ( ) Nao ( ) Sim Parou a quanto tempo:

7.Doencas:

( ) Hipertensao arterial () Insuficiéncia cardiaca () Arritmia
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( ) Doenca coronariana ( ) Asma, enfisema ( ) Doenca renal
( ) Doenca hepatica ( ) Doenca hematolégica ( ) Tromboses
() Neoplasias () Hipotireoidismo ( ) Diabetes

( ) Angina

Outras:

8.Cirurgias prévias:

9. Atividade fisica regular? ( ) Nao () Sim

Qual modalidade:

Frequéncia semanal:

Duracéao dos exercicios:

10. Diagnéstico de dislipidemia prévia: () Ndo () Sim

Qual: Tempo de diagnéstico:

Medicamento em uso: Dose:

11. Outros medicamentos em uso e dose:

[l = HISTORIA FAMILIAR:

1.Etnia: ( ) Caucasiano ( ) Mestico: mulato, pardo ( ) Negro ( ) indio

( ) Asiatico ( ) mestico Outros :
2.Pai, mde ou filhos tem/tinha alguma doenca? ( ) Nao ( ) Sim
(Qual? )

3. Existe alguma doenca presente em mais de uma pessoa de sua familia (incluindo
tios, tias, primos, avos, sobrinhos) ( ) Nao ( ) Sim (Qual e membros

afetados? )

IV- AVALIACAO METABOLICA INICIAL:

Peso :

Altura:
IMC:

Circunferéncia abdominal:

Pressao arterial:

Medida do quadril:

Outras alteracbes ao exame:

Acantose nigrans () sim ( ) ndo

Hirsutismo ( )sim ( ) néo



Tireoide ( )normal ( ) alterada

V- CRITERIOS SOP
() Oligo/amenorréia ou Anovulagéo
() Hiperandrogenismo clinico ou laboratorial

() Ultra-som evidenciando ovarios micropolicisticos

V — EXAMES RECENTES:

1- Glicemia de jejum:

2- HOMA -IR

3- Insulina

4- GPD

5- CT:

HDL.:

6- LDL:

7- VLDL:

8- TG:

9- Testosterona total:

10-17 OH progesterona

11-FSH

12-TSH

13-PRL

Médico responsavel

(carimbo e assinatura)
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APENDICE B - Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Projeto de Pesquisa “O PAPEL DAS CITOCINAS E OS PARAMETROS
BIOQUIMICOS NA SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS”

Prezado(a) Senhor(a) ou responsavel,

A pesquisa que vocé estd sendo convidado a participar como voluntario (a) € um
estudo cientifico que tem o objetivo de detectar algumas alteracbes genéticas em
citocinas relacionadas a sindrome dos ovarios policisticos. O beneficio que vocé
recebera sera através da possibilidade de conhecimento da presenca de possiveis
alteracdes genéticas e suas implicagbes, importantes para que o clinico possa
planejar melhor o tratamento adequado e possa investigar também a sua familia com
relacdo a esta alteracdo. Os individuos participantes serdo selecionados no Hospital
das Clinicas, em Belo Horizonte. Nesta pesquisa, cada participante deve participar de
uma Unica entrevista e responder a um questionario, que serd aplicado pela equipe
da pesquisa, e deve doar uma Unica amostra de sangue, na qual serdo realizados
varios exames laboratoriais gratuitos cujos resultados serdo encaminhados para o seu
meédico. A coleta de sangue venoso inclui um pequeno risco de acidente de puncéo,
representado, principalmente por extravasamento sanguineo subcutaneo de pequena
gravidade, que pode resultar em leve dor localizada e formagdo de um pequeno
hematoma. Para minimizar este risco, a coleta de sangue sera realizada no préprio
Hospital das Clinicas, por um profissional treinado, com capacidade técnica e
experiéncia que estara atento e tomara todas as providéncias necessarias. Na coleta
de 16 mL de sangue sera utilizado material descartavel de boa qualidade (agulhas e

tubos a vacuo).
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O nome do participante e, também, os resultados dos exames serdo mantidos em
segredo e privacidade, sob a responsabilidade da equipe de pesquisadores.

Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, ndo havera qualquer prejuizo no seu
tratamento ou na assisténcia recebida pelo seu médico. Para qualquer duvida sobre
esta pesquisa vocé devera entrar em contato, por telefone, com as pessoas

responsaveis pela mesma, cujos nomes estéo relacionados a seguir.

Profa. Dra. Marinez de Oliveira Sousa — Tel: (31) 34996896 / 93061124.
Coordenadora do Projeto, Professora de Bioquimica Clinica da Faculdade de
Farmécia da UFMG.

Profa. Dra. Karina Braga Gomes Borges — Tel: (31) 34096895 / 84820894
Coordenadora do Projeto, Professora de Bioquimica Clinica da Faculdade de
Farmécia da UFMG.

Mirelle Oliveira Séter —Tel. (35) 38218423/ (35) 91350572

Aluna de Doutorado do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Faculdade de Farmécia da UFMG.

Agradecemos pela sua valiosa participacao!

PARTICIPANTE

Como participante deste projeto de pesquisa, declaro estar de acordo com o0s
objetivos propostos no mesmo, bem como doar uma amostra de sangue para a
realizacdo dos exames laboratoriais.

Nome:

Documento de Identificac&o:

ou responsavel: Data:
/ /




