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RESUMO

A endometriose ¢ uma doenca ginecoldgica inflamatdria que afeta 10% das mulheres
em idade reprodutiva, causando sintomas de dor que podem comprometer a qualidade de vida
das pacientes. A patogénese da endometriose nao ¢ totalmente compreendida, mas sabe-se que
a inflama¢ao desempenha um papel importante, principalmente via enzima ciclooxigenase-2
(COX-2), que ¢ superexpressa em lesdes endometrioticas. A COX-2 ¢ codificada pelo gene da
prostaglandina-endoperoxidase sintase 2 (P7GS?2) e dois polimorfismos (PTGS2 -1195 A>G ¢
+8473 T>C) destacam-se por diminuir ou aumentar a expressao do gene, respectivamente, ¢
pela frequéncia elevada na populagao brasileira. Este estudo teve como objetivo avaliar o papel
potencial dos SNPs PTGS?2 -1195 A>G e +8473 T>C no desenvolvimento da endometriose ¢
sua associa¢do com as caracteristicas prognodsticas da doenca. Pacientes diagnosticadas com
endometriose por cirurgia ou ressonancia magnética (N = 254) e mulheres sem evidéncia da
doenga/controles (N = 267) foram recrutadas em dois hospitais de referéncia do sistema publico
de saude do Rio de Janeiro, em clinicas especializadas para o tratamento da endometriose. San-
gue periférico (3 mL) foi coletado de todas as participantes e utilizado para extragdo de DNA
para analises de genotipagem dos polimorfismos do PTGS2 (-11954>G e +8473T7>C). Os ge-
nétipos individuais foram identificados usando ensaios de discriminagao alélica TagMan. A as-
sociagdo entre os polimorfismos e as caracteristicas da endometriose foi avaliada por regressao
logistica multivariada, utilizando as odds ratio ajustadas (OR) com seus respectivos intervalos
de confianca de 95% (IC 95%). Houve diferencas significativas entre os casos e controles em
relagdo a idade (P <0,001), IMC (P = 0,001), escolaridade (P <0,001), atividade fisica (P =
0,003), tabagismo (P <0,001), contracepg¢ao (P = 0,002), dismenorreia (P <0,001), dor pélvica
cronica nao ciclica (P <0,001), dispareunia profunda (P < 0,001), queixas ciclicas intestinais (P
<0,001) e urinarias (P <0,001) e infertilidade (P <0,001). Em relagdo aos SNPs do PTGS2,
apenas a distribuicao do -7/95 A>G foi estatisticamente diferente entre casos e controles (P =
0,04), sugerindo um menor risco de desenvolver a doenga para as mulheres com gendtipo -
1195GG (OR =0,19; IC95% = 0,04 - 0,93). Nao houve diferencas significativas em relacdo aos
SNPs do PTGS? e as caracteristicas prognosticas da doenga. Como conclusdo, o SNP PTGS2-
1195 A>G parece afetar o desenvolvimento da endometriose, o que pode contribuir para uma
melhor compreensdo da patogénese da doenga e possivelmente auxiliar na orientagdo do trata-

mento individualizado das mulheres com endometriose.

Palavras-Chave: Endometriose, Diagndstico, PTGS2, COX-2, Polimorfismos.



ABSTRACT

Endometriosis is an inflammatory gynecological disease that affects 10% of women in
reproductive age, causing pain symptoms that may compromise their quality of life. The path-
ogenesis of endometriosis is not fully understood, but it is known that inflammation plays an
important role, mostly via the cyclooxygenase-2 (COX-2) enzyme, which is overexpressed in
endometriotic lesions. COX-2 is encoded by the prostaglandin-endoperoxidase synthase 2 gene
(PTGS?2) and two polymorphisms (PTGS2 -1195 A>G and +8473 T>C) stand out for decrease
or increase gene expression, respectively, and the high frequency in the Brazilian population.
This study aimed to evaluate the potential role of PTGS2 -1195 A>G and +8473 T>C SNPs in
the development of endometriosis and its association with the prognostic characteristics of the
disease. Patients diagnosed with endometriosis by surgery or magnetic resonance imaging (N
= 254) and women without evidence of the disease/controls (N = 267) were recruited from two
reference hospitals in the public health system in Rio de Janeiro, in specialized clinics for the
treatment of endometriosis. Peripheral blood (3 mL) was collected from all participants and
used for DNA extraction for genotyping analyzes of PTGS2 polymorphisms (-//954>G and
+8473T>C). Individual genotypes were identified using 7agMan allelic discrimination assays.
The association between the polymorphisms and endometriosis features was assessed by mul-
tivariate logistic regression, using adjusted odds ratios (OR) with their respective 95% confi-
dence intervals (95% CI). There were significant differences between cases and controls in re-
lation to age (P <0.001), BMI (P =0.001), education (P <0.001), physical activity (P = 0.003),
smoking (P <0.001), contraception (P = 0.002), dysmenorrhea (P <0.001), chronic non-cyclical
pelvic pain (P <0.001), deep dyspareunia (P <0.001), cyclic intestinal (P <0.001) and urinary
complaints (P <0.001) and infertility (P < 0.001). Regarding the PTGS2 SNPs, only the distri-
bution of -1/95 A>G was statistically different between cases and controls (P = 0.04), suggest-
ing a lower risk of developing the disease for women with the -71/95GG genotype (OR = 0.19;
95% CI=0.04 - 0.93). There were no significant differences in relation to the PTGS2 SNPs and
the prognostic characteristics of the disease. In conclusion, the PTGS2 -1195 A>G SNP seems
to affect the development of endometriosis, which can contribute to a better understanding of
the pathogenesis of the disease and possibly assist in guiding the individualized treatment of

women with endometriosis.

Keywords: Endometriosis, Diagnosis, PTGS2, COX-2, Polymorphisms.
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1. INTRODUCAO

A endometriose ¢ uma doenga ginecoldgica inflamatoria cronica, caracterizada pela
presenca de glandulas e estroma do tipo endometrial fora do utero (BURNEY e GIUDICE 2012;
RICCIO et al., 2018). A endometriose provoca diversos sintomas, que podem afetar
negativamente a vida das pacientes, dentre os quais o mais frequente ¢ a dismenorreia, que afeta
entre 79-97% das mulheres, seguido pela dispareunia (44-71%), dor pélvica cronica (22-69%),
infertilidade (25-40%) e alteracdes intestinais e urindrias ciclicas (29%) (FAUCONNIER et al.,
2013; PERINI et al., 2014; CARDOSO et al., 2017a; CARDOSO et al., 2017b; CARDOSO et
al., 2017c; CARDOSO et al., 2019).

O diagnoéstico da endometriose pode ser feito através de métodos de imagem, no caso
de lesdes profundas (NACUL e SPPRITZER, 2010). Entretanto, as lesdes superficiais ainda
necessitam ser investigadas através de cirurgia, que pode ser laparotomia ou laparoscopia, que
sa0 métodos onerosos, invasivos € com potenciais riscos para a paciente, mas que permitem a
inspecdo direta da cavidade, com visualizagdo dos implantes para posterior confirmacao
histologica da doenga (ASRM, 1996; MAY et al., 2011). Apesar da alta prevaléncia dos
sintomas, cerca de 10% das mulheres com endometriose sdo assintomaticas, o que dificulta e
posterga o diagndstico (MORADI et al., 2014; PERINI et al., 2014; CARDOSO et al., 2017;
CARDOSO et al., 2017b; CARDOSO et al., 2017c; CARDOSO et al., 2019).

A conduta terap€utica das mulheres com diagnostico da doenga, na maioria dos casos,
se inicia com o tratamento medicamentoso, combinando anti-inflamatorios, contraceptivos e
andlogos do hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH), promovendo o alivio dos sintomas
de dor (NACUL e SPRITZER, 2010; FERRERO et al., 2015; TAFI et al., 2015). Entretanto,
mulheres com dor incapacitante ndo responsiva ao tratamento medicamentoso, casos de
infertilidade sem causa aparente (ISCA) com suspeita de endometriose € sem resposta a
fertilizagdo in vitro (FIV) (SINGH et al., 2017; KHO et al., 2018), endometriose ovariana com
risco de evolugdo maligna ou lesdes profundas e infiltrativas com acometimento do intestino
ou vias urindrias com risco de comprometimento funcional sdao aconselhadas a realizar o
tratamento cirGirgico para remogdo dos focos da doenga (ABRAO et al., 2008; CHAABOUNI
et al., 2009; MOTA et al., 2015; MAGGIORE et al., 2017; SINGH et al., 2017; KHO et al.,
2018).

O surgimento da endometriose pode ser explicado, em parte, pela teoria da menstruacao
retrogada proposta por Sampson (1927), segundo a qual, a menstruagdo sofre refluxo pelas
tubas uterinas, levando células endometriais ao peritonio e 6rgaos adjacentes onde conseguem

se proliferar e aderir ao local (SAMPSON, 1927). Entretanto, apenas uma parte das mulheres
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que possuem menstruacao retrograda desenvolve a endometriose (REDWINE, 2002; BRICOU
et al., 2008; FERRERO et al., 2015), o que demonstra que outros mecanismos também estao
envolvidos na etiologia da doenga, como fatores genéticos e imunoldgicos (KOBAYASHI et
al., 2013).

A endometriose ¢ uma doenca inflamatoria e, portanto, regulada por diversos fatores
envolvidos neste processo (ATTAR e BULUN, 2006; MAIA JR et al., 2012). Nesse cenario,
destaca-se a enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), que atua diretamente na cascata inflamatoria,
convertendo acido araquidonico em prostaglandinas em resposta a inflamagao (SMITH et al.,
1996). Ja foi demonstrado que a COX-2 estd mais expressa em lesdes endometrioticas, em
comparagdo ao endométrio eutopico de mulheres com a doenga (CHISHIMA et al., 2002;
BUKULMEZ et al., 2008; CARRARELLI et al. 2016), e no endométrio eutdpico de mulheres
com endometriose em comparacao ao de mulheres sem a doenga (MATSUZAKI et al., 2004).
Assim, acredita-se que, nestas mulheres, as células endometriais que sofrem fluxo retrogrado
se deparam com um sistema imunologico “defeituoso” e que ndo consegue lidar com estas
células recém-chegadas (MAIA JR et al., 2009).

A COX-2 ¢ codificada pelo gene da prostaglandina-endoperoxidase sintase 2 (P7GS?2)
e sua expressao varia naturalmente entre individuos, o que pode ser atribuido a presenca de
polimorfismos de um unico nucleotideo (SNP) em regides funcionais do gene (COK e
MORRISON, 2001, PAPAFILI et al., 2002). Sendo assim, diversos estudos investigam a
influéncia de polimorfismos no PTGS2 na expressao da COX-2 (ZHANG et al., 2005; MOORE
et al., 2012; PIRANDA et al., 2017) e também a influéncia de polimorfismos deste gene no
desenvolvimento da endometriose (JUO et al., 2009; KIM et al., 2012; WANG et al., 2015;
WANG et al., 2016). O gene PTGS?2 ¢ polimérfico, e dois polimorfismos (-71/95 A>G e +8473
T>C) se destacam por sua elevada frequéncia na populacao brasileira (11,7% - 21,2% e 30,5%
- 39,8%, respectivamente) (PIRANDA et al., 2010; FURUYA et al., 2018; KUCHLER et al.,
2019) e por sua possivel agao biologica (ZHANG et al., 2005; MOORE et al., 2012).

Sendo assim, em decorréncia da alta prevaléncia, do diagnostico invasivo, oneroso e,
geralmente, tardio da endometriose, além da etiopatogenia pouco esclarecida, surge a hipdtese
de estudar polimorfismos em genes que regulam a inflamacao, tais como o PTGS2 -11954>G
e +8473 T>C no desenvolvimento da endometriose, a fim de buscar compreender o mecanismo
de desenvolvimento da doenga e contribuir para um tratamento individualizado baseado no

perfil inflamatorio destas pacientes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. EPIDEMIOLOGIA DA ENDOMETRIOSE

A endometriose ¢ uma doenca ginecoldgica benigna, caracterizada pela presenga de
tecido endometrial (estromal e/ou glandular) funcional, fora da cavidade uterina, provocando
uma reagio inflamatoria cronica (ABRAO et al., 2000; GIUDICE e KAO, 2004). Os principais
orgaos acometidos pela doenca s@o o peritonio, os ovarios, ligamentos ttero-sacros, regido retro
cervical, septo reto-vaginal, reto/sigmoide, intestino delgado (ileo terminal), apéndice, bexiga
e ureteres (GIUDICE e KAO, 2004).

A endometriose pode se desenvolver precocemente, durante os primeiros meses apos a
menarca, e persistir até depois da menopausa, fazendo com que algumas mulheres convivam
com a doenga por longos periodos de tempo, até mesmo por décadas (BROSENS, GORDTS e
BENAGIANO, 2013). Por conta disso, a endometriose ¢ uma doenga com alta prevaléncia, com
estimativa de que 1 a cada 10 mulheres em idade reprodutiva (aproximadamente 200 milhdes
de mulheres no mundo) estejam convivendo com a doenga (ROGERS et al., 2009). Em
mulheres com infertilidade a prevaléncia ¢ ainda maior, podendo chegar a 50% entre mulheres
com ciclo menstrual regular e parceiros saudaveis (MEULEMAN et al., 2009).

Alguns fatores sdo conhecidos por influenciar o risco de desenvolvimento da
endometriose, seja aumentando ou diminuindo esse risco em uma determinada populagdo.
Dentre os fatores conhecidos por aumentar o risco de desenvolver a doenga, destacam-se
aqueles responsaveis por aumentar a exposi¢ao ao estrogénio, como fluxo menstrual longo (8
dias ou mais), menarca precoce, uso de contraceptivos orais e terapia de reposicdo hormonal
(ABRAO, 2000; PILLET et al, 2012; NNOAHAM et al. 2012; SHAFRIR et al., 2018). Por
outro lado, condicdes que reduzem a exposi¢do ao estrogénio possuem efeito oposto, reduzindo
o risco de desenvolver endometriose, como a pratica de exercicios fisicos, alta paridade, dieta
hipocaldrica e o tabagismo (PARAZZINI et al. 2004; HEILIER et al. 2007; VITONIS et al.
2010; SHAFRIR et al., 2018). Outro fator a ser considerado é o baixo IMC (Indice de Massa
Corporal), que j4 foi descrito em diversos artigos em associagdo inversa com o desenvolvimento
da endometriose, entretanto, a explicacao bioldgica para esta associagdo permanece um enigma
(PILLET et al., 2012; SHAH et al., 2013; PERINI et al., 2014, CARDOSO et al., 2016;
SHAFRIR et al., 2018).

Por ser uma doenca inflamatoria, os principais sintomas da endometriose estdo
relacionados a dor. O sintoma mais frequente ¢ a dismenorreia, que afeta entre 79-97% das

mulheres, seguido pela dispareunia (44-71%), dor pélvica cronica (22-69%), infertilidade (25-
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40%) e alteragdes intestinais e urindrias ciclicas (29%). Apesar da alta prevaléncia dos sintomas,
cerca de 10% das mulheres com endometriose sdo assintomadticas, o que dificulta e posterga o
diagnoéstico (OZKAN et al., 2008; FAUCONNIER et al., 2013; MORADI et al., 2014). Um
estudo realizado em 2008, pela Universidade de Oxford, no Reino Unido, avaliou a prevaléncia
dos principais sintomas da endometriose em uma amostra de 1000 pacientes da populagdo
mundial, demonstrada na figura 1. Foi observado que, além da alta prevaléncia dos sintomas da
endometriose, a maioria da paciente possui os 3 principais sintomas de dor (dor pélvica,

dimenorreia e dispareunia) concomitantemente (SINAII et al., 2008).

Figura 1: Frequéncia dos sintomas individuais e concomitantes da endometriose em uma
coorte de 1000 mulheres da populacao mundial.
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Fonte: Adaptado de Sinaii e cols. (2008).

Devido a alta ocorréncia dos sintomas, principalmente dor pélvica cronica e infertili-
dade, a endometriose pode comprometer a qualidade de vida das mulheres e levar a um desgaste
fisico e mental (BALLARD et al., 2006). Outros agravantes s&0 as frequentes falhas e atrasos
do diagndstico, que levam em média 6 a 8 anos, e que aumentam o tempo de exposi¢cdo aos
sintomas (NNOAHAM et al. 2011; STAAL et al. 2016; MORADI et al. 2014).

2.2. ENDOMETRIOSE E SAUDE PUBLICA NO BRASIL
Devido a alta prevaléncia, etiopatogenia pouco conhecida, cronicidade e morbidade, a

endometriose ¢ considerada um problema de saude publica. Por isso, o Ministério da Satide do
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Brasil estabeleceu o Protocolo Clinico e as Diretrizes Terapéuticas da Endometriose, pela
Portaria n° 879, de 12 de julho de 2016. A portaria dispde de um anexo, que se trata de uma
revisdo bibliografica, trazendo informagdes gerais sobre a endometriose, critérios de
diagnostico, tratamento e mecanismos envolvidos no desenvolvimento da doenga. Por isso,
indica-se a utilizagao deste protocolo pelas Secretarias de Saude dos Estados, Distrito Federal
e Municipios brasileiros, bem como a conscientizacdo das pacientes quanto aos potenciais
riscos do procedimento preconizado (BRASIL, 2016).

Por ser uma doenca que afeta a qualidade de vida das mulheres, algumas politicas
publicas foram adotadas para esta populagdao no Brasil. Em 2004, foi implantado pelo
Ministério da Saude a Politica Nacional de Ateng¢do Integral a Satide da Mulher (PNAISM) com
objetivo de ampliar e qualificar a atengao clinico-ginecoldgica, inclusive para as portadoras da
infeccdo pelo HIV e outras DSTs. As metas especificas do PNAISM sao: (i) diminuir a
morbimortalidade por doencas cronico-degenerativas na populagdo feminina, principalmente
por doencas cardiovasculares e diabetes mellitus; (ii) reduzir a morbimortalidade por Aids na
populacdo feminina; e (iii) implantar a aten¢do qualificada as mulheres com queixas clinico-
ginecoldgicas (BRASIL, 2004). Entretanto, a endometriose nao ¢ citada no PNAISM, sendo
apenas contemplada no atendimento as mulheres com doengas cronicas e queixas clinico-

ginecologicas.

2.3. DIAGNOSTICO

Durante os exames fisicos as pacientes reportam os sintomas que podem indicar a
presenca da endometriose. Nesses casos, ¢ indicada a realizacdo de exames de imagem para
confirmar o diagnostico, como por exemplo a Ressondncia Magnética (RM) (NACUL e
SPPRITZER, 2010). A RM possui maior precisio do que outros métodos de imagem
disponiveis, tais como ultrassonografia transvaginal, ultrassonografia endoanal, enema de
bario, cistoscopia e retoscopia (ITO et al., 2016), além disso, a capacidade multiplanar e de
contraste superior dos tecidos moles da RM sdo extremamente Uteis principalmente na detec¢ao
da endometriose profunda (BIANEK-BODZAK et al. 2013). Apesar da boa acuracia da RM
para diagnoéstico da endometriose profunda, a endometriose superficial ndo pode ser detectada
por esse método (BIANEK-BODZAK et al. 2013; ITO et al., 2016).

Sendo assim, o padrdo ouro para o diagnostico da endometriose, atualmente, ainda € a
cirurgia, que pode ser laparotomia ou laparoscopia, com a inspecao direta da cavidade e
visualizagao dos implantes para posterior confirmacao histoldgica da doenca (ASRM, 1996;

MAY etal., 2011). Dentre essas, no entanto, a laparoscopia ainda é preferivel, por causar menos
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dor durante o pos-operatorio, necessitar de menos tempo de internagdao apos o procedimento,
além de provocar uma cicatriz consideravelmente menor do que na laparotomia (PODGAEC,
2014; KHO et al., 2018). Entretanto, apesar das vantagens em relagdo a outros métodos, a
laparoscopia ¢ um método oneroso e invasivo, com potenciais riscos para a paciente (MAY et
al., 2011).

Apesar da extensiva pesquisa na area da medicina, o diagnéstico definitivo da
endometriose ainda depende de métodos invasivos e dispendiosos, uma vez que ndo existe um
biomarcador especifico para a doenga. Entretanto, alguns médicos ainda solicitam a dosagem
do antigeno de cancer 125 (CA 125) para complementar o diagndstico (ABRAO, 2000; RUAN
et al., 2015), porém, este biomarcador possui baixa especificidade diagnostica, pois se mostra
elevado em outras patologias como cirrose hepatica, cancer de ovario, doenga pulmonar
intersticial, bem como em doengas benignas ou malignas que afetam a pleura, o pericardio e o
peritdnio, que derivam do epitélio celomico (que naturalmente produz CA-125) (DONG et al.,
2014, KUMARI, 2018). Até o momento, os dados da literatura ndo foram suficientes para
determinar um biomarcador diagndstico para a endometriose com precisdo suficiente para

considerar sua utilizagdo na pratica clinica (FLORES et al., 2018).

2.4. CLASSIFICACAO E ESTADIAMENTO

ApOs a cirurgia e avaliagdo pelo médico, os focos da endometriose sdo classificados de
acordo com a localizagdo. Segundo Nisolle e Donnez (1997), os focos peritoneais podem ser
classificados em superficiais (SUP), os focos ovarianos, caracterizados por cistos chocolate
ligeiramente aderidos ao peritonio, sao classificados em endometrioma ovariano (OMA) e, por
fim, as lesdes profundas que podem infiltrar até o tutero, intestino ou septo reto-vaginal sdao
classificadas como endometriose profunda infiltrativa (EPI) (Tabela 1). H4 casos em que
endometriose superficial ou ovariana podem estar associadas também a lesdes infiltrativas,

sendo classificadas apenas como EPI (NISOLLE E DONNEZ, 1997).

Tabela 1: Classificacdo da endometriose proposta por Nisolle e Donnez (1997).

Classificacao SUP OMA EPI
Cistos chocolate ligeiramente  Pode causar uma infiltragao
Caracteristicas Peritoneal aderidos ao lado posterior do  até o utero, intestino ou septo
peritonio reto-vaginal

Fonte: Propria

Além da classificacdo da endometriose quanto ao local acometido, também existe o
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estadiamento, descrito pela American Fertility Society, que esta relacionado ao avango clinico
da doenga. Os estagios sdo de I a IV e as principais caracteristicas de cada estagio estao

descritos na tabela 2 (ASRM, 1996).

Tabela 2: Estadiamento da endometriose proposto pela revista American Fertility Society,

1996.

Estadiamento I (Minima) II (Leve) III (Moderada) IV (Severa)
Multiplos implantes

. Implantes superficiais ~ Multiplos implantes superficiais e

Implantes isolados e A S . .
o A com menos de 5 cm,  aderéncias peritubarias profundos, incluindo

Caracteristicas sem aderéncias P . . .
. sem aderéncias e periovarianas endometriomas,
significantes L . . N

significativas evidentes aderéncias densas e

firmes

Fonte: Propria
2.5. TRATAMENTO DA ENDOMETRIOSE

A conduta terapéutica das mulheres com diagnostico clinico e por imagem, na maioria
dos casos, se inicia com o tratamento medicamentoso com objetivo de amenizar os sintomas de
dor (NACUL e SPRITZER, 2010; FERRERO et al., 2015; TAFI et al., 2015). A dor provocada
pela endometriose € provocada por niveis elevados de citocinas, prostaglandinas e interleucinas
encontrados nessas pacientes (RAFIQUE e DECHERNEY, 2017). Sendo assim, como primeira
opcdo de tratamento estdo as prescricoes de Anti-inflamatorios ndo-esteroides (AINEs), as
combinagdes estroprogestogénicas (principalmente os contraceptivos orais combinados -
COCs) e os progestogenos isolados (FERRERO et al., 2015; TAFI et al., 2015; FERRERO et
al., 2018a).

Os AINEs agem reduzindo a producdo de prostaglandinas por meio da inibi¢do da
enzima cyclooxygenase-2 (COX-2), responsavel pela sintese destes mediadores inflamatorios
e, portanto, aliviam as dores causadas pela endometriose (SMITH et al., 1996; RAFIQUE e
DECHERNEY, 2017; FERRERO et al., 2018a). O uso destes medicamentos possui algumas
vantagens como a eficacia comprovada, baixo custo e facil aquisi¢do, porém, também possuem
a desvantagem de provocarem efeitos adversos (ndusea, diarreia, dores de cabega e tontura, por
exemplo) e, principalmente, por tratarem apenas os sintomas € ndo terem agdo nas lesdes
endometridticas (BROWN et al., 2017; FERRERO et al., 2018b).

A eficacia dos COCs no tratamento de dor associada a endometriose foi demonstrada
pela primeira vez por Vercellini e colaboradores (1993), num estudo clinico randomizado. As

pacientes foram tratadas com um analogo do hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH),
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terapia comumente utilizada na época, ou com um COC ciclico de baixa dose (0,02mg de
etinilestradiol e 0,15mg de desogestrel) e acompanhadas durante seis meses. Ao fim do
seguimento do estudo foi constatado que ambos os tratamentos reduziram os sintomas
dispareunia e dor pélvica ndo ciclica. Além disso, houve redugdo significativa também na
dismenorreia no grupo tratado com o COC, que ndo pode ser avaliada no grupo tratado com
analogo de GnRH, que causa amenorreia (VERCELLINI et al., 1993; TAFI et al., 2015).

Atualmente, sabe-se também que a administragdo continua dos COCs provoca um
melhor controle da dor, em comparagdo com a administracdo ciclica. Entretanto, as mulheres
que o administram por longos periodos possuem maior risco de desenvolver tromboembolismo,
altas taxas de recorréncia ap6s descontinuagao do uso e fertilidade comprometida devido a agao
contraceptiva (RAFIQUE e DECHERNEY, 2017). Tanto as combinagdes estroprogestogénicas
quanto os progestogenos isolados, além de serem eficazes no tratamento da dor, também atuam
provocando decidualizag¢do do tecido endometriotico e sdo prescritos com o objetivo de impedir
a progressao da doenga (RAFIQUE e DECHERNEY, 2017).

Quando a paciente ndo apresenta resposta as terapias de primeira linha, passam a ser
indicados os analogos de GnRH, que atuam inibindo o crescimento dos implantes de
endometriose (NACUL e SPRITZER, 2010; FERRERO et al., 2015; TAFI et al., 2015;
FERRERO et al., 2018a; FERRERO et al., 2018b). Entretanto, os analogos de GnRH possuem
uma série de efeitos adversos e, por isso, os medicamentos que associam estrogénio e
progesterona em diferentes doses sdo preferiveis por causarem menos desses efeitos, além de
serem sabidamente eficazes no tratamento da dor associada a doenga (MARQUI, 2015).

O tratamento medicamentoso da endometriose consiste apenas no alivio dos sintomas,
uma vez que nio existe nenhum medicamento capaz de erradicar os focos da doenga (ABRAO
et al.,, 2003; NACUL e SPRITZER, 2010). Sendo assim, alguns casos de endometriose
superficial precisam ser tratados cirurgicamente, como de mulheres com dor incapacitante nao
responsiva ao tratamento medicamentoso, acometimento do intestino ou vias urinarias com
risco de comprometimento funcional e casos de infertilidade sem causa aparente (ISCA) com
suspeita de endometriose e sem resposta a fertilizacdo in vitro (FIV) (SINGH et al., 2017; KHO
et al., 2018). Os critérios sugeridos para indicagdo de tratamento cirirgico de endometriose

superficial estdo resumidos na figura 2.
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Figura 2: Critérios sugeridos para indicacao de tratamento cirirgico de endometriose
superficial.

Suspeita de endometriose

(Minima/leve)

: ] Dore -
Sintomas de dor infertilidade Infertilidade

Técnicas de
reproducio
assistida

Tratamento
medicamentoso

Laparoscopia para
resseccao/remocgao

Fonte: Adaptado de Kho e cols. (2018)

Em mulheres com endometriose ovariana, a escolha pelo tratamento cirrgico ¢ mais
dificil. Isso ocorre devido a diversos fatores que devem ser levados em consideragdo: sintomas
de dor, idade da paciente, desejo de conceber e histérico de tratamento, tamanho do
endometrioma, bilateralidade, cirurgia prévia no ovario que possa ter influenciado na reserva
ovariana, e suspeita de evolu¢do maligna (KHO et al., 2018). Cada caso deve ser avaliado
individualmente, baseado no historico e nas necessidades da paciente, o que resultara na escolha
ou ndo pela cirurgia, além da indicagdo por procedimentos simples como drenagem, até
procedimentos mais complexos como a ooforectomia (DE LA TORRE et al., 2017; KHO et al.,
2018).

No tratamento da endometriose profunda, a indicacdo para tratamento cirtrgico varia de
acordo com o local acometido e o grau de acometimento. Em resumo, as lesdes no ileo e no
apéndice requerem excisdo cirtrgica devido ao risco de obstru¢do e surgimento de tumor
carcinoide, respectivamente (CHAABOUNI etal., 2009; MOTA et al., 2015). Lesdes intestinais
maiores que 3 cm, casos de multiplas lesdes ou comprometimento da camada submucosa, por
exemplo, também devem ser encaminhados para cirurgia, nesse caso a ressec¢do (ABRAO et
al., 2008). No caso de EPI na bexiga, diagnosticada por imagem, a cirurgia s6 ¢ indicada para
mulheres com dor severa, falha no tratamento medicamentoso, obstrucao uretral ou em casos
de recusa ou contraindicag@o de uso de terapia hormonal (MAGGIORE et al., 2017).

O tratamento cirurgico da doenca também pode ser feito no momento do diagndstico,



21

pois além de permitir a identificagdo da endometriose, a videolaparoscopia também possibilita
a remogao completa dos focos da doenca (KHO e ABRAO, 2012). Durante a cirurgia, o médico
pode optar tanto por procedimentos de baixa complexidade, como cauterizagdo dos focos
superficiais e aderéncias, quanto por procedimentos mais complexos nos ovarios, intestino e
bexiga, por exemplo (KHO e ABRAO, 2012).

Um grande problema em relagdo ao tratamento cirurgico da endometriose ¢ a alta taxa
de recorréncia mesmo apos a cirurgia. Além de ser um procedimento oneroso e invasivo,
mulheres que passaram pela laparoscopia para remocao cirurgica das lesdes de endometriose
possuem uma taxa de recorréncia de mais de 40% em 5 anos (VIGNALI et al., 2005; BOZDAG,
2015). As taxas de recorréncia variam de acordo com o local acometido € com o tempo
decorrido ap6s o tratamento. A maior taxa de recorréncia em 4 anos ¢ observada em mulheres
com endometriose profunda (30,6%), seguida das mulheres com endometriose ovariana
(24,6%) e endometriose peritoneal (17,8) (BUSACCA et al., 2006; BOZDAG, 2015). Ap6s 8
anos, a recorréncia ¢ ainda maior, com 43,4% para endometriose profunda, 42% para ovariana

e 24,1 para peritoneal (PARAZZINI et al., 2005; BOZDAG, 2015).

2.6. ETIOLOGIA DA ENDOMETRIOSE

A endometriose ¢ uma doenga ginecoldgica inflamatoria cronica, caracterizada pela
presenca de glandulas e estroma do tipo endometrial fora do utero (BURNEY e GIUDICE 2012;
RICCIO et al., 2018). A fisiopatologia da endometriose € o mecanismo biologico da dor
associada a doenca permanecem controversos € pouco claros. Entretanto, sabe-se que fatores
imunologicos, genéticos e hormonais estdo envolvidos (ZHENG et al., 2018).

O surgimento da endometriose pode ser explicado, em parte, pela teoria da menstruacao
retrogada proposta por Sampson (1927). Segundo esta teoria, a menstruagdo sofre refluxo pelas
tubas uterinas, levando células endometriais que atingem o peritonio e 6rgaos nele localizados
e conseguem se proliferar e aderir ao local (SAMPSON, 1927). A aderéncia das células ao
peritobnio e oOrgdos adjacentes se dd pela angiogénese, processo pelo qual novos vasos
sanguineos sdo formados a partir de um pré-existente, garantindo suporte as células e
permitindo o desenvolvimento das lesdes endometridticas (TAYLOR et al., 2009).

Entretanto, a menstruagdo retrograda ocorre em cerca de 90% das mulheres, enquanto
apenas uma parte delas desenvolve a endometriose (REDWINE, 2002; BRICOU et al., 2008;
FERRERO et al., 2015). Isso demonstra que a menstruacao retrégada por si s6 nao explica o
surgimento da endometriose e, portanto, outros mecanismos estdo envolvidos etiologia da

doenca, como fatores genéticos e imunoldgicos (KOBAYASHI et al., 2013).
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Segundo Kobayashi e colaboradores (2013), a endometriose pode ser estimulada pela
ma ativacdo de células inflamatérias (KOBAYASHI et al., 2013). Além disso, ja foi
demonstrado que mulheres com endometriose apresentam respostas imunoldgicas e
inflamatorias alteradas, caracterizadas por niveis elevados de citocinas inflamatdrias (fator de
necrose tumoral-a, interleucinas (IL)-1p, IL-6 e IL-17A) no peritonio e no endométrio ectopico
(MALUTAN et al., 2015; ZHOU et al, 2019). Com isso, nestas mulheres, as células
endometriais que sofrem fluxo retrégrado se deparam com um sistema imunoldgico defeituoso
e que ndo consegue lidar com estas células recém-chegadas (MAIA JR et al., 2009). A figura 3
representa o fendmeno da menstruagdo retrograda, seguido pela agdo de diversos fatores nas

células endometriais que atingem o peritonio de mulheres com endometriose.

Figura 3: Fendmeno da menstruagao retrograda e o desenvolvimento da endometriose.
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Outro importante fator a ser considerado na suscetibilidade a endometriose sdo as
caracteristicas hereditarias, ja que a endometriose € uma doenga que possui etiologia complexa,
com envolvimento de fatores genéticos (BURNEY e GIUDICE, 2012). Um estudo realizado
por Saha e colaboradores (2015) avaliou a contribui¢do relativa da genética no desenvolvimento
da endometriose, através da analise de dados de endometriose auto relatada em irmas-gémeas
dizigbticas e monozigdticas. Os autores observaram que a maior correlacdo entre pares foi
encontrada entre gémeas monozigoticas, indicando que a contribuigdo de fatores genéticos para
o desenvolvimento da endometriose foi de 47% (SAHA et al., 2015).

Com isso, o estudo da hereditariedade da endometriose tem avancado nos ultimos anos
(BURNEY e GIUDICE, 2012 KONINCKX et al., 2019; JOSEPH et al., 2019). Recentemente,
Ahn e colaboradores (2016) avaliaram o perfil molecular de lesdes endometrioticas de pacientes
com a doenga em estadiamento III/IV, em comparagao ao endométrio eutdopico de mulheres sem
evidéncia da doenga por uma analise de transcriptomas. Os autores demonstraram que 396 dos
579 genes relacionados a resposta imune e a inflamacao rastreados foram significativamente
diferentes nos tecidos ectopicos em comparagdo com o endométrio de controle (AHN et al.,

2016).

2.7 PAPEL DA INFLAMACAO NA ENDOMETRIOSE

A endometriose ¢ uma doenca inflamatdria e, portanto, regulada por diversos fatores
envolvidos neste processo (ATTAR e BULUN, 2006; MAIA JR et al.,, 2012). Uma das
principais vias inflamatorias ¢ a do acido araquidonico que culmina na produgdo de
prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e acidos graxos. A enzima central dessa via ¢ a
prostaglandina endoperoxido sintase 2 (PTGS2), também conhecida como ciclooxigenase-2
(COX-2), que ¢ responsavel pela conversdo do acido araquidonico em prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanos em resposta a inflamagdo (SMITH et al, 1996). As
prostaglandinas modulam a resposta inflamatoria principalmente através de sua influéncia na
proliferagdo e migracao celular, na apoptose e na angiogénese, que € um importante processo
para o desenvolvimento da endometriose. As prostaciclinas e tromboxanos atuam regulando a
agregacao plaquetaria, a vasoconstri¢do e a prolifera¢ao vascular, seja inibindo (prostaciclinas)
ou induzindo (tromboxanos) (ULRICH et al., 2006). A figura 4 apresenta os principais
componentes da via de conversao do acido araquiddnico pelas ciclooxigenases (ULRICH et al.,

2006).
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Figura 4: Principais componentes da via de conversao do acido araquiddonico pelas
ciclooxigenases.
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Um passo essencial na progressao da endometriose é representado pela associagéo entre
a inflamacdo e a ativacdo do gene da aromatase no endométrio, seguida pela producao local de
estrogénio (ATTAR e BULUN, 2006). A Aromatase é codificada pelo gene CYP19A1 (Cito-
cromo P450 Familia 19 Subfamilia A Membro 1) (HARADA et al., 1990), que em condicGes
fisiolégicas normais, ndo € encontrada no endomeétrio, devido a inibicdo da transcricdo génica
do CYP19A1 (ATTAR e BULUN, 2006). Entretanto, mulheres com endometriose apresentam
niveis elevados de prostaglandinas, principalmente PGE>, que ativa o promotor do gene
CYP19A1 e a sintese de Aromatase no endométrio, que por consequéncia, estimula a sintese de
estrogénio (MAIA JR et al., 2009; MAIA JR et al., 2012).

Num cenério onde ha niveis elevados de estrogénio, como é o caso da endometriose, ha
também reducéo nos receptores de progesterona, 0 que gera resisténcia a este hormonio e, con-
sequentemente, aumento da ac&o proliferativa do estrogénio (IRUNGU et al., 2019). Com isso,
um ciclo vicioso é gerado, pois o proprio estrogénio sintetizado estimula a producéo de prosta-
glandinas através da ativacdo do fator nuclear-kB (NF-kB) e COX-2 (MODUGNO et al., 2005;
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ATTAR e BULUN, 2006) (Figura 5). Sendo assim, esse processo é essencial para o estabele-
cimento da endometriose e serd o responsavel pela manutencdo da sobrevivéncia das células

endometriais ectopicas.

Figura 5: Regulacdo do microambiente inflamatdrio na endometriose.
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Fonte: Adaptado de Maia Jr. e cols. (2012). No endométrio de mulheres com endometriose hé ativacdo do gene

da aromatase, seguida pela producéo de estrogénio e consequente reducao na sinaliza¢do da progesterona. Com

isso, ha ativacdo de NF-kB e aumento na expressdo de COX-2 e na sintese de prostaglandinas (principalmente
PGE_2) que ativam o promotor de CYP19A1, criando um ciclo vicioso.

J& foi demonstrado que lesdes endometridticas possuem maior expressdo de COX-2, em
compara¢do ao endométrio eutépico (CHISHIMA et al., 2002; BUKULMEZ et al., 2008;
CARRARELLI et al. 2016). Além disso, um estudo de caso-controle realizado por Matsuzaki
et al. (2004) demonstrou que a expressao de COX-2 foi significativamente maior no endométrio
eutdopico de mulheres com endometriose, em comparacdo ao de mulheres sem a doenca
(MATSUZAKI et al., 2004), o que indica que a expressdo desta enzima pode estar envolvida
no desenvolvimento da doencga.

Como consequéncia da elevada expressao de COX-2 em mulheres com endometriose,
também ja foi demonstrado que mediadores lipidicos derivados do 4cido araquidonico, como a
prostaglandina E2 (PGE2) e a F2a (PGF2a) também estdo mais expressos no fluido peritoneal
dessas pacientes (WU et al., 2010; SACCO et al., 2012). Estes mediadores sdo potentes
ativadores nociceptores, ou seja, sdo responsaveis pela manifestagao da dor (RAY et al., 2015;
LAl et al., 2019), demonstrando que a elevada expressao de COX-2 pode estar relacionada nao
s6 com o surgimento da endometriose, mas também com o desenvolvimento de seus principais
sintomas de dor.

Ja se sabe que polimorfismos genéticos podem influenciar os niveis de expressao génica

e, consequentemente, de suas respectivas proteinas (GRIFFITHS et al., 2009). Dessa forma,
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surge a hipotese de investigar a influéncia de polimorfismos funcionais do gene que codifica a

COX-2 no desenvolvimento da endometriose.

2.8. GENE DA COX-2 E SEUS POLIMORFISMOS

A enzima Cox-2 ¢ codificada pelo gene PTGS2 e sua expressao varia entre individuos,
0 que pode ser atribuido a presenca de polimorfismos de um unico nucleotideo (SNP) em
regides funcionais do gene (COK e MORRISON, 2001, PAPAFILI et al., 2002). O gene PTGS?2
¢ polimorfico, localizado no cromossomo 1, sendo formado por 10 éxons e 9 introns
(APPLEBY et al., 1994). A regidao promotora do gene PTGS2 possui um TATA box e sitios de
ligagdo para diversos fatores de transcri¢cdo, como por exemplo o NF-kB (LAI et al., 2019).
Diversos estudos investigam a influéncia de polimorfismos no PTGS2 na expressao da COX-2
(ZHANG et al., 2005; MOORE et al., 2012; PIRANDA et al., 2017) e também a influéncia de
polimorfismos deste gene no desenvolvimento da endometriose (JUO et al., 2009; KIM et al.,
2012; WANG et al., 2015; WANG et al., 2016).

Entre os polimorfismos conhecidos, destacam-se o0 SNP PTGS?2 -11954>G (rs689466)
(ZHANG et al., 2005), presente na regido promotora do gene, ¢ o PTGS +8473 T>C (Figura
6), presente na regido 3’ ndo traduzida (3’UTR) (MOORE et al., 2012). O alelo PTGS2 -11954
cria um sitio de ligagdo c-MYB, que provoca uma atividade promotora cerca de 4-6 vezes maior
em comparagdo ao alelo PTGS2 -1195G e, consequentemente, maior expressao de COX-2
(ZHANG et al., 2005). Ja o alelo variante PTGS2 +8473C, aumenta a estabilidade do respectivo
RNA mensageiro (RNAm), favorecendo a expressdao do gene (MOORE et al., 2012).

Figura 6: Estrutura gendmica do gene PTGS?2 e localizacdo dos SNPs PTGS2 -11954>G e
+8473 T>C.
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Fonte: Adaptado de Pan e cols. (2015). UTR = regido nao traduzida do gene (3’ ¢ 5”); kb = Kilobase, unidade de

medida de pares de bases de nucleotideos.

Ambos os SNPs possuem elevada frequéncia na populacao saudédvel, variando entre

11,7% e 68,5% para o alelo PTGS2 -1195G (PIRANDA et al., 2010; VOGEL et al., 2014; LIN
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et al., 2015; ZHANG et al., 2015; WANG et al., 2015; WANG et al., 2016; FURUYA et al.,
2018; KUCHLER et al., 2019) e entre 16,3% e 39,8% para o alelo PTGS2 +8473C (PIRANDA
et al., 2010; VOGEL et al., 2014; LIN et al., 2015; ZHANG et al., 2015; JIANG et al., 2017;
FURUYA et al., 2018; KUCHLER et al., 2019). Além disso, as frequéncias sdo extremamente
variaveis entre as populagdes, com as maiores observadas na populacao chinesa para o alelo -
1195G (WANG et al., 2016) e na populagdo brasileira para o PTGS2 +8473C (FURUYA et al.,
2018). Na tabela 3 estdao descritas as frequéncias dos genotipos e alelos variantes dos SNPs
PTGS2 -11954>G e +8473T>C na populagao saudavel de diversas nacionalidades, publicadas

nos ultimos 10 anos.
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Tabela 3: Frequéncia dos genotipos e alelos variantes dos SNPS PTGS2 -1/954>G e
+8473T>C na populagdo saudavel

SNP Populagio N % AA %AG % GG %G Referéncia
245 77,0 21,0 2,0 11,7 PIRANDA etal., 2010
Brasileira 262 61,1 354 3,5 21,2 FURUYA et al., 2018
53 66,0 283 57 19,8 KUCHLERetal., 2019
240 221 53,3 246 5172 WANG et al., 2015
R 29 103 41,4 483 690  WANGetal., 2016
< Chinesa
g 62 6,5 50,0 435 685 ZHANG et al., 2015
I 199 255 46,0 285 52,0 LIN etal., 2015
Taiwanesa 163 28,5 46,0 252 48,2 JUO et al., 2009
Norueguesa 400 62,5 34,2 3,3 20,4 VOGEL et al., 2014
SNP Populaggo N % TT % TC %CC %C Referéncia
244 49,0 41,0 10,0 30,5 PIRANDA- etal., 2010
Brasileira 262 41,7 37,1 21,2 39,8 FURUYA et al., 2018
55 436 364 200 382 KUCHLERetal, 2019
R
© 62 45,2 51,6 3,2 29,0 ZHANG et al., 2015
% Chinesa 199 545 38,5 7,0 26,0 LIN etal., 2015
400 69,7 28,0 2,3 16,3 JIANG et al., 2017
Norueguesa 400 9,8 47,8 42,4 33,7 VOGEL et al., 2014

Fonte: Propria
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Trés estudos ja& avaliaram a associagcdo do SNP PTGS2 -1195G>A com o
desenvolvimento da endometriose (JUO et al., 2009; WANG et al., 2015; WANG et al., 2016),
dos quais dois observaram aumento do risco da doenca na presenca do gendtipo -1/954A4, na
populagdo chinesa (WANG et al., 2015; WANG et al., 2016), enquanto que o terceiro nao
observou associa¢do na populacao Taiwanesa (Tabela 4).

Até o momento, ndo existem estudos da associacdo do SNP PTGS2 +8473 T>C e o
desenvolvimento da endometriose. Entretanto, este SNP ja foi associado com o cancer de
endométrio (TORRICELLI et al., 2015) e com o cancer de mama (PIRANDA et al., 2010;
FESTA-VASCONCELLOS et al.,, 2012), doengas que possuem similaridades com a
endometriose, como por exemplo o perfil inflamatorio e responsividade ao estrogénio
(ANIFANTAKI et al., 2016). Além disso, 0 PTGS2 +8473 T>C possui impacto na expressao
da COX-2 (MOORE et al., 2012), o que também acrescenta a justificativa de estuda-lo na

endometriose em mulheres brasileiras.

Tabela 4: Associa¢des encontradas entre 0 SNP PTGS2 -1195 A>G e a endometriose em
estudos ja publicados.

AA AG GG

n i o ..
Populacéo N (%) (%) (%) P-x2  OR (IC 95%) Referéncia
Casos
(320) 334 50,3 16,3
Control 0,001 2,29(1,39-3,77)* WANG etal., 2015
ontroles
(240) 22,1 53,3 24,6
Chinesa
‘3(2%‘;5 317 40 283
Control <0,05 2,86 (1,25-7,44)" WANGetal., 2016
ontroles
(29) 10,3 41,4 48,3
((:fssg)s 324 434 242
Taiwanesa | 0,28 0,68 (-)° JUO et al., 2009
Controles
(163) 28,5 46 25,2

Fonte: Propria; 0OR e IC calculados entre individuos AA versus individuos GG, "OR e IC calculados

entre individuos AA versus individuos AG ou GG; °IC nao calculado.

Tendo em vista que estes SNPs ainda ndo foram estudados em mulheres brasileiras com
endometriose, e que os estudos que ja investigaram o SNP PTGS2 -11954>G com a doenga
foram realizados em populagdes com distribuicdo genotipica distinta da que ¢ encontrada no
Brasil (Tabela 3), justifica-se a necessidade da validagdo da associacdo entre estes

polimorfismos e a endometriose.
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3. JUSTIFICATIVA

A endometriose ¢ uma doenga ginecoldgica cronica, com alta prevaléncia e que
apresenta sintomas incapacitantes e que afetam negativamente a qualidade de vida das mulheres
que a possuem. O diagnoéstico definitivo da endometriose depende de métodos invasivos e pode
levar anos até sua conclusdo. Além disso, seu tratamento ¢ ineficaz, uma vez que controla
apenas os sintomas e nao erradica as lesdes endometrioticas, € o tratamento cirargico € oneroso,
invasivo e com alta taxa de recorréncia poucos anos apés o procedimento.

J& se sabe que estimulos inflamatorios contribuem para o desenvolvimento e
manutengdo das lesdes endometrioticas, bem como para a ocorréncias dos sintomas
incapacitantes da doenca. Estudos prévios ja demonstraram que alta expressdo da enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2), envolvida na producdo de prostaglandinas e tromboxanos, ¢
encontrada nas lesdes de endometriose e no endométrio eutdpico de mulheres com a doenca.
Estudos investigam se essa diferen¢a na expressdo do gene, pode ser explicada pela presenca
de polimorfismos no gene que codifica a COX-2 (PTGS2).

Sendo assim, ha interesse na investigagcdo de polimorfismos no gene PTGS2, a fim de
buscar uma melhor compreensdo da etiopatogenia da doenca e contribuir para o
desenvolvimento de um tratamento individualizado, baseado no perfil genético/inflamatorio
destas pacientes. Para isto, foi realizado um estudo caso-controle para investigar a magnitude
de associagcdo entre os SNPs PTGS2 -1195G>A e +8473 T>C e o desenvolvimento da

endometriose, bem como com as caracteristicas prognosticas da doenca.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a magnitude de associagdo entre os polimorfismos PTGS2 -11954>G ¢ +8473
T>C e o surgimento da endometriose, bem como sua associagdo com as caracteristicas
sociodemograficas e clinicas de mulheres brasileiras com endometriose ¢ mulheres com

diagnostico negativo da doenga.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Descrever as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos PTGS2 -11954>G e
+8473 T>C em mulheres diagnosticadas com endometriose ¢ em mulheres com diagndstico
negativo da doenca;
Determinar a magnitude de associagdo entre os polimorfismos estudados e o
desenvolvimento da endometriose;
Determinar a magnitude de associagdo entre os polimorfismos estudados e as

caracteristicas progndsticas da endometriose.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. CONSIDERACOES ETICAS

Este trabalho faz parte de um projeto maior intitulado “Caracterizagao de polimorfismos
em genes envolvidos com a predisposi¢do do desenvolvimento da endometriose”, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Federal dos Servidores do Estado (HFSE), em
25 de margo de 2011 (N° 000.414/2011) e do Hospital Moncorvo Filho (Numero CAAE:
45941715.5.0000.5275), em 25 de setembro de 2015 (Anexos 1 ¢ 2).

Todas as participantes do estudo assinaram Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexos 3 e 4) antes de serem incluidas no estudo e obtiveram uma cépia
deste. Todos os documentos gerados pelo presente estudo serdo mantidos em armario com

chave, com acesso restrito aos membros da equipe.

5.2. DESENHO E POPULACAO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo analitico do tipo caso controle, com pacientes recrutadas entre
junho de 2010 e novembro de 2019. O grupo de casos foi composto por mulheres entre 18 a 60
anos de idade, com diagndstico de endometriose realizado por videolaparoscopia/laparotomia
e confirmagdo histopatologica, para as mulheres com lesdes superficiais, ovarianas ou
profundas/infiltrativas, ou por Ressonidncia Magnética, para mulheres com lesdes
profundas/infiltrativas. O grupo controle foi composto por mulheres com diagnostico negativo
da doenca, submetidas a procedimentos cirargicos como laqueadura tubaria, histerectomia ou
retirada de miomas, cistos no ovario ou hidrossalpinge.

Foram excluidas do estudo mulheres que possuiam neoplasia maligna de qualquer
natureza, adenomiose, que se recusaram a coletar o material bioldgico (sangue periférico) para
posterior extragdo do DNA e as mulheres cujo diagndstico de endometriose ainda nao foi
confirmado (N=81). Com isso, foram incluidas no estudo 521 mulheres, sendo 254 casos de
endometriose e 267 controles negativos da doenca.

Todos as mulheres convidadas a participar do presente estudo receberam o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), e foram orientadas a 1é-lo cuidadosamente ¢ a

inquirir a respeito de qualquer diivida quanto ao projeto.

5.3. COLETA DE DADOS
As entrevistas foram realizadas nos dias de consultas de rotina. Apdés uma breve
explicacdo sobre o objetivo da pesquisa, as mulheres foram convidadas a participar, assinando

o TCLE e, em seguida, respondendo ao questionario (Anexo 5). O questiondrio contendo
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informacdes sociodemograficas, de habitos de vida (consumo de alcool e tabaco), historia
reprodutiva, exposicdo a hormdnios exodgenos, habitos alimentares, historico familiar de
endometriose e histérico familiar de cancer, foi aplicado por um entrevistador treinado e, apos

seu preenchimento, o entrevistador solicitava a coleta do sangue periférico.

5.4. COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Foi realizada a coleta de sangue periférico (3 mL) das participantes para posterior
extracdo do DNA e analise dos polimorfismos do gene selecionado. O sangue coletado foi
encaminhado em recipiente adequado para transporte de material bioldgico para o laboratorio
de pesquisa do Centro Universitario da Zona Oeste (UEZO) para extragdo do DNA genomico

e posterior analise dos polimorfismos.

5.5. EXTRACAO DE DNA E GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS

O sangue coletado foi utilizado para extragdo do DNA genomico utilizando-se o kit de
purificacdo de DNA gendmico (Kit QIAamp DNA Mini — Qiagen), conforme procedimentos
recomendados pelo fabricante. Em resumo, serdo adicionados 200ul de sangue, em um tubo
eppendorf contendo uma solugdo tampao para lise das células. Em seguida, sera centrifugado e
descartado o sobrenadante. O processo de extracdo serd realizado com etanol (96-100%),
seguido da retencdo do DNA em coluna especifica (Kit QlAamp DNA Mini — Qiagen). O DNA
serd recuperado com tampao de lavagem e centrifugacdo. Para finalizar, sera adicionado ao
DNA extraido o tampao de eluigao.

A concentragdo do DNA foi estimada por espectrofotometria utilizando o aparelho
Nanodrop. As amostras de cada participante foram colocadas em tubos eppendorf de 1500 pl,
devidamente etiquetados com o cddigo interno do voluntario, a data de extracao, e em seguida,
foram armazenadas em freezer (-20°C) para posterior analise de genotipagem.

A andlise dos polimorfismos dos genes em estudo foi realiza pela técnica de PCR em
tempo real no laboratorio de pesquisa da UEZO, que conta com os equipamentos necessarios
para a genotipagem proposta neste estudo.

Para todos os ensaios, as reagdes de PCR em tempo real foram realizadas em um volume
final de 8 ul, com 30 ng de DNA, 1x Tagman Universal Master Mix (Applied Biosystems), 1x
de cada ensaio especifico de oligo e sonda, e H20 q.s.p. As condi¢des da PCR foram: 95°C por
10 minutos, acompanhados de 40 ciclos de desnaturagdo a 92°C por 15 segundos e anelamento
a 60°C por 1 minuto. A deteccdo dos alelos foi realizada ap6s 1 minuto a 60°C no aparelho 7500

Real-Time System (Applied Biosystems), e, em seguida, os gendtipos foram determinados
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Figura 7: Exemplo da determinacao dos genotipos de PTGS2 -1195 A>G (A) e PTGS2 +8473
T>C (B), por PCR em tempo real (Sistema Tagman).
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5.6. ANALISE ESTATISTICA

As variaveis continuas do estudo foram apresentadas como média + desvio padrao (DP)
e as diferencas entre as médias foram avaliadas utilizando o teste t de Stundent, enquanto que
os dados categoricos foram expressos em porcentagem e avaliados pelo teste Qui-quadrado de
Person (X2) ou teste exato de Fisher, quando necessario.

A frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos dos genes em estudo foi
determinada por contagem direta dos alelos, e em seguida calculado o equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE). As frequéncias alélicas e genotipicas entre os grupos estudados, casos e
controles, foram comparadas pelo teste ¥2 ou, quando necessario, o teste exato de Fisher.

As razdes de chances (ORs) brutas e ajustadas foram estimadas pelo método de
regressao logistica ndo-condicional. Os modelos de regressdo foram usados para determinar a
influéncia de cada variavel no desenvolvimento da endometriose. Foram consideradas como
variaveis de confundimento as que apresentaram um p-valor de 0,10 na analise univariada, e as
que apresentaram um p-valor de saida de 0,05 foram usadas para calcular as ORs ajustadas.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS,

versao 20.0 e um valor de P menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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6. RESULTADOS

Os resultados desta dissertacdo fizeram parte do artigo submetido a revista
“Reproduction” (Fator de impacto: 3.125) no dia 18 de marco de 2020 (Anexo 6), sob o titulo
“PTGS2 -11954>G polymorphism was associated with lower risk of endometriosis”’, conforme

abaixo:

Em resumo, este estudo foi capaz de demonstrar que, na populacido estudada, as
mulheres com endometriose sdo estatisticamente mais jovens (P <0,001; OR = 0,47; 95% IC =
0,32 — 0,68), possuem menor IMC (P = 0,001) e maior nivel educacional (P <0,001), praticam
mais atividade fisica (P = 0,003; OR = 1,73; 95% IC = 1,20 — 2,48) e possuem menos habito
de fumar (P <0,001; OR = 0,46; 95% IC = 0,31 — 0,70) em relacdo as controles. Além disso, o
uso de contraceptivos (P=0,01; OR=2.18;95% IC=1,20—3,97) e o histérico de endometriose
em familiares de primeiro grau (P = 0,001; OR = 2.29; 95% IC = 1,36 — 3,85) também foi
estatisticamente maior no grupo de casos. Assim como ja descrito na literatura, os sintomas
caracteristicos de endometriose foram significativamente mais frequentes no grupo de casos (P
<0,001), apesar do grupo controles possuir doengas ginecoldgicas benignas que também
possam provocar sintomas similares.

Em relagdo aos polimorfismos PTGS2 -1195 A>G e +8473 T>C, foi observada apenas
associacdo entre as mulheres portadoras do genotipo PTGS2 -1195GG e um menor risco de
desenvolver a endometriose (P = 0,04; OR =0.19; 95% IC = 0,04 — 0,93). Nao houve diferengas
significativas em relagdo aos SNPs do PTGS?2 e as caracteristicas prognosticas da doenca. Como
conclusdo, o SNP PTGS2-1195 A>G parece afetar o desenvolvimento da endometriose, o que
pode contribuir para uma melhor compreensdo da patogénese da doenca e possivelmente auxi-

liar na orientacao do tratamento individualizado das mulheres com endometriose.
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ABSTRACT

Endometriosis is an inflammatory gynecological disease and the cyclooxygenase-2
(COX-2) enzyme, encoded by the prostaglandin-endoperoxidase synthase 2 (PTGS2) gene, is
overexpressed in endometriotic lesions. This study aimed to evaluate the potential role of the
PTGS2 single nucleotide polymorphisms (SNPs) -1195 A>G and +8473 T>C in endometriosis’
development; and characterizing their association with the prognostic features of the disease.
DNA from 254 women with endometriosis and 267 controls, recruited from two reference
hospitals from the Brazilian public health system, were genotyped using TagMan allelic
discrimination assays. The association between SNPs and endometriosis features was evaluated
by multivariate logistic regression, using the adjusted odds ratios (OR) with their respective
95% confidence intervals (95% CI). There were significant differences between cases and
controls regarding age (P <0.001), body mass index (BMI) (P = 0.001), educational level (P
<0.001), physical activity (P = 0.003), smoking status (P <0.001), contraception use (P =0.002)
and all symptoms (P <0.001). The distribution of -1195 A>G was statistically different between
the groups, suggesting a lower risk of developing the disease for the carriers of the -1195GG
genotype (OR = 0.19; 95% CI = 0.04 — 0.93). No differences were found for the +8473 T>C
between the two groups and neither in prognostic features of the disease for both PTGS2 SNPs.
In conclusion, PTGS2 -1195A>G SNP was negatively associated with development of
endometriosis and the two groups were statistically different regarding age, BMI, educational
level, physical activity, smoking status, contraception use, history of endometriosis and all

endometriosis symptoms.
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INTRODUCTION

Endometriosis is a chronic inflammatory gynecological disease (Riccio et al. 2018) that
affects approximately 10% of women in reproductive age (Eisenberg et al. 2018), and is char-
acterized by estrogen-responsive endometrial tissue outside the uterine cavity, which affect
mainly ovaries, peritoneum, recto-vaginal and recto-sigmoid regions, bladder and intestine
(Burney & Giudice 2012). Symptoms include mostly pain, which may present as dysmenorrhea,
chronic pelvic pain, dyspareunia and cyclic intestinal or urinary pain, plus infertility. Although
patients present these complaints with different frequencies and intensities (Zondervan et al.
2018), they usually describe them as incapacitating and significantly compromising their qual-
ity of life (Nnoaham et al. 2011).

The first-line therapy for endometriosis-related pain include nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) (Ray et al. 2015; Ferrero et al. 2018) aiming to inhibit
cyclooxygenase-2 (COX-2) enzymes and prevent the enzymatic oxidation of arachidonic acid
to generate prostanoids. COX-2 and the derived lipid-mediators from arachidonic acid, such as
prostaglandin E2 (PGE2) and F2a (PGF2a) are potent activators of nociceptors and, hence,
have the ability to manage pain (Rai et al. 2015; Lai et al. 2019).

The pathogenesis of endometriosis is not fully understood yet, however, it is known that
local inflammatory stimuli contribute to the maintenance and growth of ectopic lesions (Koba-
yashi et al. 2014), as well as to the manifestation of pain symptoms (Morotti et al. 2017). COX-
2 was increased in endometriotic lesions as compared to the eutopic endometrium of women
with endometriosis (Chishima et al. 2002; Bukulmez et al. 2008; Carrarelli et al. 2016) and as
compared with eutopic endometrium of women without the disease (Matsuzaki et al. 2004).
Moreover, Carrarelli and colleagues demonstrated that expression of COX-2 was higher in deep
infiltrative endometriosis (DIE) than in ovarian endometrioma (OMA), suggesting that this en-
zyme may be involved in the progression of endometriosis (Carrarelli et al. 2016).

COX-2 is encoded by the prostaglandin-endoperoxidase synthase 2 (PTGS2) gene
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(Tanabe & Tohnai 2002), which is a polymorphic gene. From the single nucleotide
polymorphisms (SNPs) found in this gene, the -1195 A>G and the 8473 T>C stands out for
their elevated frequency in the Brazilian population (11.7% to 21.2% and 30.5% to 38.2%,
respectively) and their possible biological action (Piranda et al. 2010; Cavalcanti et al., 2016;).
The -1195 A>G SNP is located in the promoter region of the PTGS2 gene and the PTGS2 -
1195 A allele creates a MYB-binding site, which might lead to increased transcriptional activity
of the gene (Zhang et al. 2005). The PTGS2 +8473 T>C SNP is located in the 3’UTR and
increases stability of PTGS2 mRNA, favoring gene expression (Moore et al. 2012). A case-
control study conducted in the Brazilian population with PTGS2 -765G>C SNP demonstrated
a lower risk of developing stage 111/1V endometriosis for women carrying the -765C allele.
Regarding the PTGS2 -1195 A>G and +8473 T>C SNPs, no studies were conducted in
Brazilian women with endometriosis. However, in the Chinese population, it was observed a
higher risk of developing endometriosis in the presence of the PTGS2 -1195 A allele [Wang et
al., 2015; Wang et al., 2016].

Therefore, the current study was designed to investigate the association between the
PTGS2 SNPs -1195 A>G and +8473 T>C and the development of endometriosis, as well as

their influence on the prognostic features of the disease.

MATERIALS AND METHODS
Study design

The current study comprises a retrospective case-control evaluation of 521 women
recruited from two reference centers in Brazil, between 2010 and 2019: Hospital Federal dos
Servidores do Estado (protocol 414/2011) and Hospital Moncorvo Filho (protocol
1.244.294/2015). The study protocol was approved by the Human Research Ethics Committees
of both hospitals, and all patients provided written consent to take part. All sociodemographic

and clinical data obtained during the recruitment process between July, 2010 and November,
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2019.

Data were collected from 254 women undergoing laparoscopy or magnetic resonance
imaging (MRI) for endometriosis and 267 controls with no visible ectopic endometrium sites
who underwent surgery for tubal ligation or treatment of benign diseases such as ovarian
fibroids and cysts. All endometriosis cases were classified in superficial endometriosis (SUP;
N = 18), or ovarian endometrioma (OMA; N = 58) or deep infiltrative endometriosis (DIE; N
= 178); and cases diagnosed by surgery were divided into two groups (stages | and Il - N = 73,
and stages Il and IV - N = 77). All infiltrative lesions associated with SUP and OMA was
considered DIE (Chapron et al. 2012). The exclusion criteria were diagnosis of adenomyosis,

any previous or current history of cancer or rheumatoid arthritis.

Polymorphisms genotyping

Peripheral blood samples (5 mL) were collected for subsequent extraction of genomic
DNA as previously described (Cardoso et al. 2017a; Cardoso et al. 2017b; Cardoso et al. 2019).
Patients were genotyped for -1195A>G (rs689466) and 8473T>C (rs5275) using Real-Time
PCR (TagMan®). Specific oligonucleotides and probes to each SNP were obtained from
Applied Biosystems: rs689466 (C_2517145 20) and rs5275 (C_7550203_10). PCR conditions
were those recommended by the manufacturer: 40 cycles at 95°C denaturation (10 s), 60°C (30
s), and 65°C annealing/extension (95 min). Allele-detection was performed on a 7500 Real-
Time System (Applied Biosystems, Foster City, CA, US), to determine the allelic

discrimination.

Statistical analysis
A descriptive study of the population was conducted, presenting relative frequencies for
each categorical variable. The categorical data were expressed as percentages, and evaluated

by the Chi-square (y2) test or Fisher’s exact test, when applicable. Values of P < 0.05 were
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considered statistically significant. Genotypic frequencies of PTGS2 SNPs were derived by
direct gene counting, and the adherence to the Hardy—Weinberg principle was evaluated by the
Chi-square test for goodness-of-fit. The distribution of PTGS2 genotypes, alleles and combined
genotypes according prognostic features were also evaluated using the Chi-square or Fisher’s
exact tests.

The magnitude of association from each comparison was estimated by calculation of
crude odds ratios (ORs) with 95% confidence intervals (95% ClIs). Sociodemographic and
clinical features that presented P-value input of 0.10 in the univariate analysis were included as
covariates in multivariate logistic regression models to adjust of possible confounding factors,
and the P-value output of 0.05 was considered as statistically significant. All statistical analyses

were conducted using the SPSS 20.0 software (SPSS Incorporationto Chicago, IL, USA).

RESULTS

Table 1 presents the main sociodemographic characteristics of the study population (N
= 521). The endometriosis case group was statistically younger and had lower BMI than the
control group, showing a protection for developing endometriosis. The educational level was
also statistically different between the groups and women with graduate education had a higher
endometriosis risk. It was observed that women with endometriosis exercised more than those
in the control group and were less likely to smoke, demonstrating physical activity as a risk
factor and the smoking status as a protection factor for developing endometriosis. In addition,
women with endometriosis were more likely to use hormonal contraceptives and to have history

of endometriosis among first-degree relatives.
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Table 1: Sociodemographic characteristics of the study population (N = 521)
Variables Controls (N=267) Cases (N=254) Variables Controls (N=267) Cases (N=254)
Age N (%) OR Physical activity N (%) P-x2 OR
<35 68 (25.9) 104 (42.6) No 137 (58.1) 109 (44.5) 0.003 1
>35 195 (74.1) 140 (57.4) 0.47 (0.32-0.68)  Yes? 99 (41.9) 136 (55.5) ' 1.73(1.20 - 2.48)
Missing 4 10 Missing 31 9
BMI Smoking status
<25 77 (30.3) 107 (43.0) 1 No 179 (68.1) 207 (82.1) 1
25-29.9 70 (27.6) 76 (30.5) 0.78 (0.51-1.21)  Yes® 84 (31.9) 45 (17.9) <0.001 0.46 (0.31 - 0.70)
30-40 95 (37.4) 62 (24.9) 0.47 (0.30-0.73)  Missing 4 2
>40 12 (4.7) 4(1.6) 0.24 (0.08 - 0.77)
Missing 13 5 Alcohol consumption
No 84 (34.7) 103 (42.4) 1
Marital status Yes® 158 (65.3) 140 (57.6) 0.08 0.72 (0.50 - 1.04)
Married 107 (60.1) 148 (61.2) 1 Missing 25 11
Single 71 (39.9) 94 (38.8) 0.96 (0.64 - 1.42)
Missing 89 12 Contraception use¢
No 30 (15.9) 20 (8.0) 0.01 1
Educational level Yes 159 (84.1) 231 (92.0) 2.18 (1.20 - 3.97)
High school 101 (56.7) 117 (48.5) 1 Missing 78 3
Primary school 56(31.5) 38 (15.8) 0.59 (0.36 -0.96)
Graduate education 21 (11.8) 86 (35.7) 3.54 (2.05 - 6.11) History of endometriosis®
Missing 89 13 No 221 (89.8) 189 (79.4) 0.001 1
Yes 25 (10.2) 49 (20.6) 2.29(1.36 - 3.85)
Missing 21 16

P-y2 from Chi-square test (Pearson P-value). OR = odds ratio; BMI = Body mass index. *Past and present physical activity; °Past and present smoker;

“Past and present consumption;

d

oral or injectable contraceptive use; “Family history only in first-degree relatives.
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Table 2 describes the reproductive characteristics and the most relevant endometriosis
symptoms of the study population. There were no significant differences of variables age at
menarche, menstrual cycle, menstrual flow and menopause between cases and controls.
However, all endometriosis symptoms (dysmenorrhea, non-cyclic chronic pelvic pain, deep
dyspareunia, cyclical intestinal and urinary complaints and infertility) were significantly more

frequent in endometriosis cases than in controls.
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Variables Controls Cases Variables Controls Cases
(N=267) (N=254) (N=267) (N=254)
Age at menarche N (%) P-y2 OR Dysmenorrhea® N (%) P-y2 OR
<12 131 (53.0) 123 (49.8) 0.47 1 No 159 (61.4) 48 (19.0) <0.001 1
>12 116 (47.0) 124 (50.2) 1.14 (0.80 - 1.62)  Yes 100 (38.6) 205 (81.0) 6.79 (4.54 - 10.15)
Missing 20 7 Missing 8 1
Menstrual cicle Non-cyclic chronic pelvic pain®
Regular 122 (46.9) 127 (50.6) 041 1 No 211 (81.8) 122 (48.2) <0.001 1
Irregular 138 (53.1) 124 (49.4) ' 0.86 (0.61 -1.22)  Yes 47 (18.2) 131 (51.8) ’ 4.82 (3.23 - 7.20)
Missing 7 3 Missing 9 1
Menstrual flow Deep dyspareunia®
Normal 74 (31.6) 75 (30.5) 1 No 204 (78.2) 85 (34.4) <0.001 1
Decreased 15 (6.4) 18 (7.3) 0.81 1.18(0.56-2.52)  Yes 57 (21.8) 162 (65.6) 6.82 (4.60 - 10.11)
Increased 145 (62.0) 153 (62.2) 1.04 (0.70 - 1.54)  Missing 6 7
Missing 33 8
Cyclical Intestinal Complaints®®
Menopause No 208 (90.0) 121 (49.4) <0.001 1
No 181 (96.8) 239 (96.8) 0.9 1 Yes 23 (10.0) 124 (50.6) 9.27 (5.63 - 15.25)
Yes 6(3.2) 8(3.2) 1.01 (0.34-2.96) Missing 36 9
Missing 80 7
Cyclical Urinary Complaints™®
Infertility®* No 21957 186(759) _ o !
No 201 (86.3) 101 (50.8) <0.001 1 Yes 10 (4.3) 59 (24.1) 7.01 (3.49 - 14.09)
Yes 32 (13.7) 98 (49.2) 6.09 (3.83-9.71)  Missing 36 9
Missing 34¢ 55¢

P-y2 from Chi-square test (Pearson P-value); OR = odds ratio. A patient can have more than one concomitant symptom; “Pain and bleeding; Primary or secondary; 454 patients

did not attempt to conceive; °28 patients did not attempt to conceive.
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The rate of successful genotyping for the PTGS2 SNPs -1195 A>G and +8473 T>C
was 97.9% and 98.1%, respectively and all genotypic distributions were in Hardy-Weinberg
equilibrium. The distribution of PTGS2 genotypes, alleles and combined genotypes of PTGS2

SNPs -1195 A>G and +8473 T>C between cases and controls is shown in Figure 1.

Figure 1: Distribution of PTGS2 genotypes, alleles (A) and combined genotypes (B) between
cases and controls (N = 521)

A PTGS2 genotypes and alleles

90 B Cases

Controls

Frequency (%o)
e (=) =1
Ln = h

Tad
=

—
L]

A4 AG GG A G IT rc cC T C

[—}

=11954>G +8473T=C

B PTGS2 -11954>G and +8473 T>C combyned genotypes

60 m Cases

Controls

Frequency (%)

IUJ I . .
0

WT/WT WT/VAR VAR/WT VAR

WT/WT =AA/TT; WT/VAR = AA/TC or AA/CC; VAR/WT = AG/TT or GG/TT; VAR/VAR
=AG/TC or AG/CC or GG/TC or GG/CC



48

A statistically different frequency was observed between cases and controls with the
PTGS2 -1195 GG genotype, in comparison to the PTGS2 -1195 AA genotype (P = 0.04). Af-
ter adjustment for confounding factors (age, BMI, educational level, physical activity, smok-
ing status, alcohol consumption, contraception use and history of endometriosis), PTGS2 -
1195 GG genotype was associated with lower risk of developing the endometriosis. No signif-
icant associations were found in PTGS2 +8473 T>C SNP with endometriosis, either consider-
ing all cases, DIE or stages I11-1V endometriosis (Table 3).

Table 3: Association between the PTGS2 SNPs and endometriosis and its prognostic features

(N=521)
PTGS2 Controls  All Cases 200 DIE Cases 2 /OE0 III/IV Cases® 2700
SNP (N=259) (N=251) OR* (95%CI) (N=176) OR* (95%CI) (N=76) OR? (95%CI)
-1195 A>G

AA 187 (72.2) 188 (74.9) 1° 135 (76.7) 1° 55(72.4) 1°

AG 63 (243) 61(243) 1.01(0.60-1.69) 41(23.3) 0.92(0.52-1.63) 21(27.6) 1.21 (0.58 - 2.51)
GG 9@3.5) 2(0.8) 0.19(0.04-0.93) 0(0.0) - 0(0.0) -

AA 187 (72.2) 188 (74.9) 1° 135 (76.7) 1° 55(72.4) 1°

AG+GG  72(278) 63(25.1) 0.84(0.50-1.39) 41(23.3) 0.66(0.37-1.17) 21 (27.6)  1.07 (0.52 - 2.20)

AA+AG 250 (96.5) 249 (99.2) 1° 176 (100) 1° 76 (100) 1°

GG 9(3.5) 2(0.8) 0.22(0.04-1.22) 0(0.0) - 0(0.0) -
Controls  All Cases 27050 DIE Cases 27050 III/IV Cases® 27050
+8473 T>C (N=262) (N=249) OR*(95%CI) (N=174) OR® (95%CI) (N=74) OR?® (95%CI)

T 80(30.5) 85(34.1) 1° 58 (33.3) 1° 23 (31.1) 1°
TC 142 (54.2) 122(49.0) 0.64(0.38-1.08) 85(48.9) 0.69 (0.38 - 1.25) 40 (54.1) 0.75(0.35 - 1.63)
cc 40 (15.3)  42(16.9) 0.87(0.45-1.69) 31(17.8) 0.95(045 - 1.98) 11 (14.8) 0.91 (0.31 - 2.66)
T 80(30.5) 85(34.1) 1° 58 (33.3) 1° 23 (31.1) 1°

TC+CC  182(69.5) 164 (65.9) 0.68(0.42-1.10) 116 (66.7) 0.72(0.42-1.24)  51(68.9)  0.75(0.37 -1.53)

TT+TC 222 (84.7) 207 (83.1) 1° 143 (82.2) b 63 (85.2) 1°

cc

40 (153)  42(16.9) 1.19(0.63-2.25) 31(17.8) 1.24(0.65-2.36)  11(14.8)  1.16 (0.47 - 2.86)

ORa = odds ratio adjusted; CI = confidence interval; DIE = deep infiltrative endometriosis; *Variables that pre-
sented P-value of 0.10 on Tables 1 and 2 were included in this analysis and variables with a P-value of 0.05 re-
mained in the model; *Reference genotype; “Staging refers only to patients diagnosed by surgery.
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DISCUSSION

The present work was designed to evaluate the potential role of PTGS2 SNPs -1195A>G
and +8473T>C in development of endometriosis and characterizing their association with the
prognostic features of the disease. Three studies evaluated (Juo et al. 2009, Wang et al. 2015,
Wang et al. 2016) PTGS2 -1195A>G SNP in endometriosis development, of which only two
found a significant association with the disease (Wang et al. 2015, Wang et al. 2016). Wang
and cols. (2015) and Wang and cols. (2016), reported a higher frequency of the PTGS2 -1195AA
genotype in endometriosis patients, suggesting a 2-fold increased risk for the development of
endometriosis (Wang et al. 2015, Wang et al. 2016). In the present study, it was found a higher
frequency of the PTGS2 -1195AA genotype in the endometriosis group (74.9%) in comparison
to the control group (72.2%). The PTGS2 -1195A allele is responsible for an increased
transcriptional activity due to allowing the transcription factor c-Myb to bind with the promoter
region of the PTGS2 gene (Zhang et al. 2005, Wang et al. 2016). Despite the presence of the
PTGS2 +8473T allele to create a binding site to miR542-3p, promoting the degradation of the
messenger RNA and decreasing gene expression (Moore et al. 2012), no significant association
was observed between PTGS2 +8473T>C SNP and development of endometriosis neither their
features. As far as we know, there are no studies on the association of the PTGS2 +8473 T>C
SNP and the development of endometriosis.

Endometriosis is a heterogeneous disease that can be influenced by genetic, hormonal,
immunological and environmental factors (Deiana et al., 2019). Family studies stand out for
their capacity to show that gene susceptibility plays a key role in disease development. A study
carried out in 2015 evaluated the relative contribution of genetics in the development of
endometriosis, through the analysis of self-reported endometriosis data in dizygotic and
monozygous twin sisters. The authors observed that the greatest correlation between pairs was
found among monozygotic twins, indicating that the contribution of genetic factors to the

development of endometriosis was 47% (Saha et al. 2015). In our studied population, most



50

women with family history of endometriosis belonged to the group of cases, which corroborates
with previous studies (Hansen & Eyster 2010, Audebert et al. 2015, Reis et al. 2019).

A lower risk of developing endometriosis was observed among women over 35 years
old. A review study carried out in 2018 demonstrated that the peak incidence of endometriosis
in women of different nationalities occurs between 25 and 34 years old, corroborating with our
findings (Shafrir et al. 2018). These results endorse the fact that endometriosis affects women
in reproductive age, which is directly related with high levels of circulating estrogen during this
period (Prince et al. 2018). In addition, nowadays the tendency for women is to use
contraceptives at earlier ages and, hence, for longer periods. Therefore, it’s common that most
of them discover the endometriosis only when they decide to get pregnant (Hruska et al. 2000,
Hemmings et al. 2004), which usually happens after achieving higher levels of education
(Kallner & Danielsson, 2016).

Despite the association between endometriosis and BMI is not well established yet
(Eisenberg et al. 2018), our findings agree with previous studies that described an inverse
association between endometriosis and BMI (Perini et al. 2014, Chapron et al. 2016, Backonja
etal. 2017, Reis et al. 2019). Accordingly, a recent study demonstrated that endometriosis alters
the expression of genes involved in driving brown adipocyte differentiation, appetite, insulin
sensitivity and fat metabolism, such as leptin, adiponectin and IL-6, via the circulating
microRNAs that known to be altered in endometriosis (Let-7b and miR-342). This altered
expression leads to fat cells with altered lipid and glucose metabolism and propensity toward
lower fat mass, which can be an explanation to the lower BMI observed in women with
endometriosis (Zolbin et al. 2019).

Some studies have assessed the association between physical activity and risk of
endometriosis, finding results similar to ours (Farland et al. 2017), meanwhile, this relation is
still unclear (Bonocher et al. 2014, Shafrir et al. 2018). Biologically, estrogen levels tend to

decrease with physical activity, and to increase levels of sex hormone binding globulin (SHBG),
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thereby reducing even more bioavailable estrogens (Ricci et al. 2016). However, a few studies
state that this practice helps relieving endometriosis related pain symptoms (Koppan et al. 2010,
Awad et al. 2017), which may explain why, in this particular population sample, women with
endometriosis were more likely to practice some physical activity. Thereby, it is not possible
to affirm whether these women started exercising to relieve pain or if they already had this habit
before the diagnosis of endometriosis.

The available studies regarding the association between endometriosis and smoking
showed some controversial results. Despite some studies showed a negative association
between smoking and endometriosis (Chapron et al. 2016, Backonja et al. 2017, Reis et al.
2019), corroborating with our findings, other studies found evidence that smoking is a risk
factor for endometriosis (Evans & Decherney 2017) or that there is no association at all (Bravi
et al. 2014, Hemmert et al. 2019). It is known that smoke impairs oestradiol and progesterone
synthesis, decreasing circulating estrogens in women who smoke and inhibiting the growth and
persistence of endometriotic tissue. However, it also affects the expression of pro-inflammatory
gene in both pulmonary and extrapulmonary environments, promoting inflammation associated
events such as endometriosis occurrence (Parazzini et al. 2016, Parasar et al. 2017).

In the present study, it was observed a high prevalence of dysmenorrhea, chronic pelvic
pain, dyspareunia, cyclical intestinal or urinary complaints and infertility in patients with
endometriosis, when compared to controls. The main symptoms of endometriosis are well
established and involve pain, being common reason for the first doctor’s appointment, which
will later result in the diagnosis of the disease (Sinaii et al. 2008, Moradi et al. 2014, Reis et al.
2019). As a matter of fact, endometriotic implants cause a local inflammatory reaction and
enhance the proinflammatory mediators’ levels, such as IL-1b, IL-6, TNFa and COX-2,
generating a mechanism of inflammatory pain (Morotti et al. 2016). Besides that, a recent study
showed that COX-2 is overexpressed in the ectopic endometrium of endometriosis patients, in

comparison to the eutopic endometrium of women without the disease (Dai et al. 2019).
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A few limitations can be pointed out: since most of the variables were self-reported,
there is a chance of misclassification and, therefore, it can influence the results; as in every
observational study, there is the possibility of unmeasured variables, which could be possible
confounding factors; it is also observed that some variables have considerable missing
information. In addition, it is not possible to state whether associations with the collected
variables are the cause or consequence of endometriosis. However, the results can be used to
build a database from different populations to identify risk factors associated with
endometriosis susceptibility.

As conclusion, PTGS2 -1195A>G SNP was negatively associated with development of
endometriosis, which represents an advance in endometriosis understanding and can assist
diagnosis of the disease, as well as contribute to an individualized treatment, helping to provide
a better quality of life for women. On the other hand, the PTGS2 +8473T>C SNP appears to
have no effect on the onset of the disease. At last, further studies are needed to better know the

role of PTGS2 SNPs in the susceptibility of endometriosis and disease-associated symptoms.
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7. DISCUSSAO

O presente trabalho foi desenhado para avaliar o potencial papel SNPs PTGS2 -
11954A>G e +8473T7> C no desenvolvimento da endometriose ¢ caracterizar sua associagao
com as caracteristicas progndsticas da doenca. Trés estudos avaliaram (JUO et al., 2009; WANG
et al., 2015; WANG et al., 2016) o SNP PTGS2 -11954>G no desenvolvimento da
endometriose, dos quais apenas dois encontraram uma associagdo significativa com a doenca
(WANG et al., 2015; WANG et al., 2016). Wang e cols. (2015) e Wang e cols. (2016), relataram
uma frequéncia mais alta do genotipo PTGS2 -119544 em pacientes com endometriose,
sugerindo um risco duas vezes maior para o desenvolvimento de doenca (WANG et al., 2015;
WANG et al., 2016). No presente estudo, também se observou uma maior frequéncia do
genotipo PTGS2 -11954A4 no grupo endometriose (74,9%) em comparagdo ao grupo controle
(72,2%). O alelo PTGS2-1195A4 é responsavel por um aumento da atividade transcricional, por
permitir que o fator de transcrigdo c-Myb se ligue a regido promotora do gene PTGS2 (ZHANG
et al., 2005; WANG et al., 2016). Apesar da presenca do alelo PTGS2 + 8473T criar um local
de ligagdo ao miR542-3p, promovendo a degradacio do RNA mensageiro e diminuindo a
expressao génica (MOORE et al., 2012), nenhuma associagao significativa foi observada entre
o SNP PTGS2 +8473T>C e o desenvolvimento da endometriose nem suas caracteristicas
prognosticas. Até onde sabemos, ndo existem outros estudos sobre a associagdo do SNP PTGS2
+8473 T>C e o desenvolvimento de endometriose.

A endometriose ¢ uma doenga heterogénea que pode ser influenciada por fatores
genéticos, hormonais, imunoldgicos e ambientais (DEIANA et al., 2019). Os estudos familiares
destacam-se por sua capacidade de mostrar que a suscetibilidade genética desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento da doenca. Um estudo realizado em 2015 avaliou a
contribuicao relativa da genética no desenvolvimento da endometriose, através da anélise de

dados autorrelatados de endometriose em irmas gémeas dizigdticas e monozigotas. Os autores
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observaram que a maior correlagdo entre pares foi encontrada entre os gémeos monozigoticos,
indicando que a contribui¢do de fatores genéticos para o desenvolvimento da endometriose foi
de 47% (SAHA et al., 2015). No presente estudo, a maioria das mulheres com histérico familiar
de endometriose pertencia ao grupo de casos, o que corrobora com estudos anteriores
(HANSEN e EYSTER, 2010; AUDEBERT et al., 2015; REIS et al., 2019).

Um risco menor de desenvolver endometriose foi observado em mulheres acima de 35
anos. Um estudo de revisdo realizado em 2018 demonstrou que o pico de incidéncia de
endometriose em mulheres de diferentes nacionalidades ocorre entre 25 e 34 anos,
corroborando com nossos achados (SHAFRIR et al., 2018). Esses resultados endossam o fato
de que a endometriose afeta mulheres em idade reprodutiva, o que esta diretamente relacionado
a altos niveis de estrogénio circulante durante esse periodo (PRINCE et al., 2018).

O uso de contraceptivos estd entre as primeiras estratégias de tratamento para a
endometriose (FERRERO et al., 2015; TAFI et al., 2015; FERRERO et al., 2018a), portanto,
uma associagdo positiva desta variavel com a presenca da doenca j4 era esperada. Além disso,
pode-se observar que também hé uma relagdo entre a presenca da doenca e maiores niveis de
instrucdo, o que pode ser explicado pelo fato de que, hoje em dia, a tendéncia das mulheres ¢é
usar contraceptivos em idades mais precoces e, portanto, por periodos mais longos. Sendo
assim, ¢ comum que a maioria das mulheres descubra a endometriose apenas quando decidem
engravidar (HRUSKA et al., 2000; HEMMINGS et al., 2004), o que geralmente acontece apos
atingir niveis mais altos de educacdo (KALLNER e DANIELSSON, 2016).

Embora a associacdo entre endometriose ¢ IMC ainda ndo esteja bem estabelecida
(EISENBERG et al.,, 2018), nossos achados concordam com estudos anteriores que
descreveram uma associagdo inversa entre endometriose ¢ IMC (PERINI et al., 2014;
CHAPRON et al., 2016; BACKONIJA et al., 2017; REIS et al., 2019). Consequentemente, um
estudo recente demonstrou que a endometriose altera a expressdo de genes envolvidos na

diferenciagdo de adipdcitos marrons, apetite, sensibilidade a insulina e metabolismo da gordura,
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como leptina, adiponectina e IL-6, por meio de microRNAs circulantes que sabidamente estao
alterados na endometriose (Let-7b e miR-342). Essa expressao alterada leva a células adiposas
com metabolismo de lipidios e glicose alterados e propensao a menor massa gorda, o que pode
ser uma explicac¢ao para o menor IMC observado em mulheres com endometriose (ZOLBIN et
al., 2019).

Alguns estudos avaliaram a associagdo entre atividade fisica e risco de endometriose,
encontrando resultados semelhantes aos nossos (FARLAND et al. 2017), entretanto, essa
relacdo ainda ndo ¢ clara (BONOCHER et al., 2014; SHAFRIR et al., 2018). Biologicamente,
os niveis de estrogénio tendem a diminuir com a atividade fisica e a aumentar os niveis de
globulina de ligagdo ao hormonio sexual (SHBG), reduzindo assim ainda mais estrogénios
biodisponiveis (Ricci et al., 2016). No entanto, alguns estudos afirmam que essa pratica ajuda
a aliviar os sintomas de dor relacionados a endometriose (KOPPAN et al., 2010; AWAD et al.,
2017), o que pode explicar por que, nessa amostra populacional especifica, mulheres com
endometriose eram mais propensas a praticar alguma atividade fisica. atividade. Dessa forma,
ndo ¢ possivel afirmar se essas mulheres comegaram a se exercitar para aliviar a dor ou se ja
possuiam esse habito antes do diagnostico de endometriose.

Os estudos disponiveis sobre a associagdo entre endometriose e tabagismo mostraram
resultados controversos. Apesar de alguns estudos terem mostrado uma associacdo negativa
entre tabagismo e endometriose (CHAPRON et al., 2016; BACKONIJA et al., 2017; REIS et
al., 2019), corroborando com nossos achados, outros estudos encontraram evidéncias de que o
tabagismo ¢ um fator de risco para endometriose (EVANS e DECHERNEY, 2017) ou que ndo
existe nenhuma associagdo (BRAVI et al., 2014; HEMMERT et al., 2019). Sabe-se que o habito
de fumar prejudica a sintese de estradiol e progesterona, diminuindo os estrogenos circulantes
em mulheres que fumam e inibindo o crescimento e a persisténcia do tecido endometriodtico.
No entanto, também afeta a expressdo de genes pro-inflamatdério nos ambientes pulmonar e

extrapulmonar, promovendo eventos associados a inflamacdo, como a ocorréncia de
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endometriose (PARAZZINI et al., 2016; PARASAR et al., 2017).

No presente estudo, observou-se alta prevaléncia de dismenorreia, dor pélvica cronica,
dispareunia, queixas intestinais ou urinarias ciclicas e infertilidade em pacientes com
endometriose, quando comparadas aos controles. Os principais sintomas da endometriose estao
bem estabelecidos e envolvem dor, sendo o motivo comum para a primeira consulta médica,
que mais tarde resultard no diagnostico da doenga (SINAII et al., 2008; MORADI et al., 2014;
REIS et al., 2019). De fato, os implantes endometridticos causam uma reagao inflamatoria local
e aumentam os niveis dos mediadores pro-inflamatérios, como IL-1b, IL-6, TNFa ¢ COX-2,
gerando um mecanismo de dor inflamatoria (MOROTTI et al., 2016). Além disso, um estudo
recente mostrou que a COX-2 ¢ superexpressa no endométrio ectdopico de pacientes com
endometriose, em comparagao com o endométrio eutdopico de mulheres sem a doenga (DAI et
al., 2019).

Algumas limitagdes do estudo podem ser apontadas: como a maioria das variaveis foi
autorreferida, existe uma chance de classificacdo incorreta e, portanto, pode influenciar os
resultados; como em todo estudo observacional, existe a possibilidade de varidveis nao
medidas, que podem ser possiveis fatores de confusdo; também se observa que algumas
variaveis tém consideravel falta de informacdo. Além disso, ndo ¢ possivel afirmar se as
associacdes com as varidveis coletadas sdo a causa ou consequéncia da endometriose.
Entretanto, este foi o primeiro estudo a investigar a associa¢do entre estes polimorfismos e o
desenvolvimento da endometriose, bem como com suas caracteristicas progndsticas na
populagdo brasileira. Com isso, estes resultados podem ser usados para construir um banco de
dados de diferentes populagdes para identificar fatores de risco associados a suscetibilidade a

endometriose.
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8. CONCLUSAO

Como conclusdo, foram observadas diferengas significativas entres os grupos em
relagdo a idade, IMC, nivel educacional, atividade fisica, tabagismo, contracep¢ao, histérico de
endometriose e todos os sintomas. O SNP PTGS2 -11954>G associou-se negativamente ao
desenvolvimento da endometriose, o que representa um avango no entendimento da doenga e
pode auxiliar no diagndstico, além de contribuir para um tratamento individualizado, ajudando
a proporcionar uma melhor qualidade de vida as pacientes. Por outro lado, o SNP PTGS2 +
8473T>C parece nao ter efeito no desenvolvimento da doenga. Por fim, sdo necessarios mais
estudos para conhecer melhor o papel dos SNPs do PTGS2 na suscetibilidade da endometriose

e dos sintomas associados a doenca.
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Continuagéo do Parecer: 1.244.294
Consideragoes Finais a critério do CEP:
1) De acordo com o item VI1.13.d, da Resolugdo CNS n.° 466/12, o pesquisador devera apresentar relatérios

anuais (parciais ou finais, em fun¢io da duracéo da pesquisa).

2) Eventuais emendas (modificagbes) ao protocolo devem ser apresentadas, com justificativa, ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo

Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 08/09/2015 |Jamila Alessandra Aceito
10:23:16 | Perini Machado

TCLE/Termos de |TCLE.pdf 08/09/2015 |Jamila Alessandra Aceito

Assentimento / 10:30:38 | Perini Machado

Justificativa de

Auséncia

TCLE/Termos de |TCLE2.pdf 08/09/2015 |Jamila Alessandra Aceito

Assentimento / 10:31:50 | Perini Machado

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 08/09/2015 |Jamila Alessandra Aceito

Brochura 10:37:04 | Perini Machado

Investigador

Outros Pendencia.pdf 09/09/2015 | Jamila Alessandra Aceito
15:07:41 Perini Machado

Informagdes Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/09/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 498610.pdf 15:08:30

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo
RIO DE JANEIR{ ;

embro de 2015

Assinado por:
© Basilio da Costa Junior

(Coordenador)
Enderego: Rua das Laranjeiras, 180
Bairro: Laranjeiras CEP: 22.240-003
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2556-9747 Fax: (21)2205-9064 E-mail: cep@me.ufrj.br
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10.3. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — HFSE

MINISTERIO DA SAUDE

Secretaria de Assisténcia a Sade

Departamento de Desenvolvimento, Avaliagao e Controle de Servigos de Salde
Escritdrio de Representago do Ministério da Salde no Estado do Rio de Janeiro

Coordenaco Geral das Unidades Hospitalares Préprias

HOSPITAL FEDERAL DOS SERVIDORES DO ESTADO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caracterizaciio de polimorfismos em genes envolvidos com a predisposicio do
desenvolvimento da endometriose

Pesquisador Responsidvel: Dr. Plinio Tostes Berardo

Vocé esta sendo convidada para participar, como voluntiria, em uma pesquisa. Apds ser esclarecida
sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que
estd impresso em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa
vocé ndo serd penalizada de forma alguma. Em caso de divida vocé pode procurar o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Federal dos Servidores do Estado - RJ.

Introducio:

Esta pesquisa visa estudar melhor uma doenga chamada endometriose que significa a presenca de um
tumor benigno feito de tecido endometrial (o mesmo que existe dentro do Gtero) que pode causar dor e
dificuldade para engravidar, e desta maneira muitas vezes deve ser retirado através de cirurgia. O objetivo
desta pesquisa ¢ tentar entender por que algumas mulheres desenvolvem endometriose e outras ndo. Para
iss0, nos iremos estudar o perfil genético de mulheres com endometriose.

Desenho do estudo e objetivois):

Essas informagdes estio sendo fornecidas para sua participagiio voluntaria neste estudo. Durante o
acompanhamento clinico no HFSE, apds o diagnéstico da endometriose, vocé devera ter visitas
ambulatoriais trimestrais, depois de um ano sem sinfomas as visitas serfio semestrais por mais um ano
quando deverd estar apta para alta do HFSE para acompanhamento de rotina ginecoldgica em unidade
primaria ou secundaria de saide com encaminhamento detalhado feito em guia de contra-referéncia segundo
as normas de funcionamento do Servigo de Ginecologia do HFSE. No caso de falha do tratamento inicial ou
retorno dos sintomas a frequéncia de visitas e procedimentos adicionais serd individualizada de acordo com
0 seu caso, sendo assegurado todas as medidas necessdrias para o tratamento de sua doenga.

Se vocé concordar em participar deste estudo, uma pequena e Gnica quantidade de sangue (3ml) serd
coletada para se obter o seu DNA (material genético de caracteristicas dnicas de cada pessoa) e identificar
as caracteristicas dos genes relacionados com o desenvolvimento da endometriose. Desta maneira, os
objetivos  deste projeto incluem: (a) Determinar se existem alteragdes genéticas que podem estar
relacionadas ao desenvolvimento da endometriose em mulheres diagnosticadas com a doenga, tendo o
beneficio de saber se vocé ou sua familia tem maior risco de desenvolver a doenca e com isso poder definir

TCLE Polimorfismo genético endometriose versio 2.0 10/03/2011 1
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MINISTERIO DA SAUDE

Secretaria de Assisténcia a Salde

Departamento de Desenvolvimento, Avaliagio e Controle de Servigos de Salde
Escritbrio de Representagao do Ministério da Salde no Estado do Rio de Janeiro

Coordenagéo Geral das Unidades Hospitalares Praprias

HOSPITAL FEDERAL DOS SERVIDORES DO ESTADO

condutas de prevengiio e diagndstico precoce; (b) Avaliar se estas alteragdes tém relagtes com a idade, tipo
dos sintomas ou agressividade da doenga.

Descrigio dos procedimentos:

A sua participagiio no estudo ¢ VOLUNTARIA, e caso vocé concorde em participar do estudo vocé
deverd passar pelas seguintes etapas: (a) entrevista com um profissional da saide da equipe de pesquisa que
lhe explicard as etapas e procedimentos do estudo e poderd esclarecer as suas dividas em relagio a este
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e ao Questiondrio Clinico-Demogrifico; (b) assinatura deste
Termo de Consentimento; (¢} preenchimento do Questionario Clinico-Demografico, que visa a obtengiio de
informagdes clinicas e demogrificas das pacientes envolvidas no estudo (Anexo II), tais informagbes
destinam-se a assegurar a abrangéncia e restringir eventuais tendéncias da amostra populacional; (d) coleta
de uma Gnica amostra de sangue que sera utilizada para a analise de alteragdes genéticas relacionadas ao
desenvolvimento da endometriose as quais serfio realizadas no Laboratorio de Pesquisa de Ciéncias
Farmacéuticas (LaPesF) da Universidade Estadual da Zona Oeste (UEZ().

Seguranca do voluntario e Beneficios do estudo

O Comité de Etica em Pesquisa do HFSE aprovou este estudo, considerando-o ético e seguro. A sua
participagiio no estudo ¢ voluntiria e mesmo que concorde em participar, vocé tem o direito de desistir e
interromper a sua participagiio a qualquer momento, sem necessidade de justificar esta decisdo e neste caso
vocé ndo terd nenhum prejuizo quanto a continuidade de seu tratamento na Instituigdo. No caso de
desisténcia o seu material biologico (sangue) armazenado assim como os seus dados pessoais serd
prontamente descartado de forma definitiva. Este estudo nfio trard nenhum beneficio imediato para vocé
assim como niio receberd qualquer tipo de recompensa pela sua participagio.

Confidencialidade:

E garantida a confidencialidade das informagdes obtidas, nio sendo divulgados seus dados pessoais
em momento algum. Seus dados pessoais somente serdio conhecidos pelos médicos e demais profissionais
que participam deste estudo. Os resultados de suas andlises serfio do sew conhecimento caso manifeste esta
vontade. Qualquer publicagio que seja feita com os resultados desta pesquisa ndo incluird nome ou outros
identificadores dos participantes da pesquisa. O pesquisador se compromete a utilizar os dados e 0 material
coletado somente para pesquisas relacionadas a endometriose, assim o material que ndo for utilizado ficara
estocado para estudos futuros por um periodo de cinco anos Laboratorio de Pesquisa de Ciéncias
Farmacéuticas (LaPesF) da Universidade Estadual da Zona Oeste (UEZO) o qual tem todas as condigdes
adequadas para estocagem de material biologico. Caso manifeste desejo de desisténcia em participar do
estudo, em qualquer momento podera retirar seu consentimento para armazenamento de amostra bioldgica
(sangue) bem como de seus dados pessoais.
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MINISTERIO DA SAUDE

Secretaria de Assisténcia a Salde

Departamento de Desenvolvimento, Avaliagdo e Controle de Servigos de Salde
Escritario de Representagdo do Ministério da Salde no Estado do Rio de Janeiro

Coordenacio Geral das Unidades Hospitalares Praprias

HOSPITAL FEDERAL DOS SERVIDORES DO ESTADO

Despesas e compensagoes:

Nio havera despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo. Nio hd compensagiio financeira
relacionada & sua participa¢io. Vocé nfio estd abrindo miio de qualquer direito legal ao participar deste
estudo.

Com quem devo entrar em contato em caso de davidas?

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais davidas. O investigador principal é o Dr. Plinio Tostes Berardo que pode ser
encontrado no Servigo de Ginecologia no 7% andar do prédio principal do HFSE ou pelos telefones: (021)
2335-7535 ramal: 171 ou 98825-0115. Se vocé tiver alguma consideraciio ou divida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do HFSE, situado no 5° andar do prédio dos
ambulatérios do mesmo hospital, que ¢ o drgfio responsdvel em avaliar a parte ética das pesquisas com seres
humanos além de assegurar o bem estar ¢ o5 direitos dos sujeitos da pesquisa durante o desenvolvimento da
mesma.

Rio de Janeiro, __ de de 201 .

Dr. Plinio Tostes Berardo - Pesquisador responsavel
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MINISTERIO DA SAUDE

Secretaria de Assisténcia a Salde

Departamento de Desenvolvimento, Avaliagio e Controle de Servigos de Saude
Escritdrio de Representagdo do Ministério da Sadde no Estado do Rio de Janeiro

Coordenagio Geral das Unidades Hospitalares Praprias

HOSPITAL FEDERAL DOS SERVIDORES DO ESTADO

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, .RG

CPF . Prontuirio n° . Matricula n°
. abaixo assinado, concordo em participar do estudo Caracterizagio de
polimorfismos em genes envolvidos com a predisposicio do desenvolvimento da endometriose, como
sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador Plinio Tostes Berardo sobre a pesquisa e
os procedimentos nela envolvidos. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualguer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgdio de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento.

Rio de Janeiro de de 201

Nome e Assinatura do sujeito:

Presenciamos a solicitagiio de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito em
participar.

Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

MNome:

Assinatura:

TCLE Polimorfismo genético endometricse versio 2.0 10/03/2011 4



10.4. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — HMF

Hospital Moncorvo Filho R

=

lj Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRIJ

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto:  Caracterizacio de polimorfismos  em  genes envolvidos com  a

predisposi¢io do desenvolvimento da endomeltriose

Pesquisador Responsivel: Dr. Renato Ferrari, Dr. Plinio Tostes Berardo ¢ Dr. Jamila
Alessandra Perini Machado.

Vocé estd sendo convidada para participar, como voluntiria, em uma pesquisa.
Apods ser esclarecida sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que esta impresso em duas vias. Uma delas é
sua e a outra ¢ do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé niio serd penalizada
de forma alguma. Em caso de divida vocé pode procurar o Comité de Etica em

Pesquisa do Hospital Moncorvo Filho.

Introdugio:

Esta pesquisa visa estudar melhor uma doenga chamada endometriose que significa
a presencga de um tumor benigno feito de tecido endometrial (0 mesmo que existe dentro
do Gtero) que pode causar dor e dificuldade para engravidar, e desta maneira muitas
vezes deve ser retirado através de cirurgia. O objetivo desta pesquisa ¢ tentar entender
por que algumas mulheres desenvolvem endometriose e outras ndo. Para isso, nos

iremos estudar o perfil genético de mulheres com e sem endometriose.

Desenho do estudo e objetivo(s):

Essas informagdes estio sendo fornecidas para sua participagiio voluntéria neste
estudo. Se vooé concordar em participar deste estudo, uma pequena e Onica quantidade
de sangue (3ml) serd coletada durante a consulta de rotina no Servigo de Ginecologia
para se obter o seu DNA (material genético de caracteristicas anicas de cada pessoa) e
identificar as caracteristicas dos genes relacionados com o desenvolvimento da
endometriose. Dessa maneira, 0s objetivos deste projeto incluem: (a) Determinar se
existem alteragdes genéticas que podem estar relacionadas ao desenvolvimento da

endometriose em mulheres com odiagnostico positivo ou negativo da doenca, tendo o



@. Hospital Moncorvo Filho
UFR: Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ

beneficio de saber se vocé ou sua familia tem maior risco de desenvolver endometriose
e com isso poder definir condutas de prevenciio e diagndstico precoce: (b) Avaliar se
estas alteragdes @m relagdes com a idade, tipo dos sintomas ou agressividade da

doenga.

Desericio dos procedimentos:

A sua participagio no estudo é VOLUNTARIA, e caso vocé concorde em participar
do estudo vocé devera passar pelas seguintes etapas: (a) entrevista com um profissional
da satde da equipe de pesquisa que [he explicard as etapas ¢ procedimentos do estudo ¢
poderd esclarecer as suas duvidas em relagiio a este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e ao Questiondrio Clinico-Demografico; (b) assinatura deste Termo de
Consentimento: (¢) preenchimento do Questionario Clinico-Demogrifico, que visa a
obtengiio de informagdes clinicas ¢ demogrificas das pacientes envolvidas no estudo
{Anexo), tais informagoes destinam-se a assegurar a abrangéncia e restringir eventuais
tendéncias da amostra populacional; (d) coleta de uma Gnica amostra de sangue que sera
utilizada para a andlise de alteragdes genéticas relacionadas ao desenvolvimento da
endometriose as quais serfio realizadas no Laboratério de Pesquisa de Ciéncias
Farmacéuticas (LaPesF) da Universidade Estadual da Zona Oeste (UEZO).

Seguranca do voluntirio e Beneficios do estudo

O Comité de Ftica em Pesquisa do Hospital Moncorvo Filho aprovou este estudo,
considerando-o ético e seguro. A sua participaciio no estudo € voluntiria e mesmo que
concorde em participar, voceé tem o direito de desistir ¢ interromper a sua participagfo a
qualquer momento, sem necessidade de justificar esta decisio e neste caso vocé niio terd
nenhum prejuizo quanto a continuidade de seu tratamento na Instituigio. No caso de
desisténcia o seu material bioldgico (sangue) armazenado assim como os seus dados
pessoais serd prontamente descartado de forma definitiva.  Este estudo ndo trard
nenhum beneficio imediato para vocé assim como ndo receberd qualquer tipo de

recompensa pela sua participacio.

Confidencialidade:

lsiiteta dw Dirccolegia UFRY
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E garantida a confidencialidade das informagdes obtidas, nio sendo divulgados
seus dados pessoais em momento algum. Seus dados pessoais somente serfio conhecidos
pelos médicos e demais profissionais que participam deste estudo. Os resultados de suas
analises serdo do seu conhecimento caso manifeste esta vontade. Qualquer publicagio
que seja feita com os resultados desta pesquisa ndo incluirdi nome ou outros
identificadores dos participantes da pesquisa. O pesquisador se compromete a utilizar os
dados ¢ o material coletado somente para pesquisas relacionadas a endometriose, assim
o material que ndo for utilizado ficard estocado para estudos futuros por um periodo de
cinco anos nolLaboratorio LaPesF da UEZO o qual tem todas as condigbes adequadas
para estocagem de material bioldgico. Caso manifeste desejo de desisténcia em
participar do estudo, em qualquer momento poderd retirar seu consentimento para

armazenamento de amostra bioldgica (sangue) bem como de seus dados pessoais.

Despesas e compensagies:
Nio haveri despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo. Nio ha
compensagdo financeira relacionada & sua participagio. Vocé niio estd abrindo mio de

qualquer direito legal ao participar deste estudo.

Com quem devo entrar em contato em caso de dividas?

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. Vocé pode entrar em contato com
um dos pesquisadores deste estudo, Jamila Perini, pelos telefones: (021) 2335-7535
ramal: 171 ou 98825-0115. Se vocé tiver alguma consideragiio ou duvida sobre a ética
da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Moncorvo Filho, que € o érgio responsavel em avaliar a parte ética das pesquisas com
seres humanos além de assegurar o bem estar e os direitos dos sujeitos da pesquisa

durante o desenvolvimento da mesma.

Rio de Janeiro, __ de de 201 .

Dr. Renato Ferrari - Pesquisador responsavel
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urr)  Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO
Eu, ;
RG CPF , Prontuirio
n® , Matricula n®

. abaixo assinado, concordo em participar do

estudo Caracterizagiio de polimorfismos em genes envolvidos com a predisposigio do
desenvolvimento da endometriose, como sujeito. Fui devidamente informado e
esclarecido pelo pesquisador Dr. Renato Ferrari sobre a pesquisa e os procedimentos
nela envolvidos. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgiio de meu

acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Rio de Janeiro de de 201 .

Nome e Assinatura da voluntaria:

Presenciamos a solicitacfio de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite
do sujeito em participar.

Testemunhas (nfo ligadas 4 equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:

{ Mibiivha dw irewol sgea UFR)
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10.5. QUESTIONARIO

Pesquisa: “Caracterizagio de polimorfismos em genes envolvidos com a predisposigiio do desenvol vimenio
da endometriose”

1D da voluntiria:

Hospital de captaciio:

Amaostra de Sangue
N* da Caixa: L1 Data da entrevistaz |_ [} | |-_ | |

Freezer:
Cuantidade Total de Sangue: | || _|ml .
Quantidade de Tubos: Ll Entrevistador:

ENTREVISTA INICIAL

A - Critérios de Elegibilidade

Al -Nome da voluntaria:

Al - Data nascimento: | | |- - A3 Local de mascimenio (estado); |||
Ad - Sujeito potencial para:
(1) Endometriose () Controle. Se “Controle™, qual tipo?

(2) Ginecoldgico - Tipo de cirurgia e/ou doenga ginecologica

(3)Laqueadura (4)Acompanhante — Nio cirirgico (5)Excluidas, Motivo:

A5 Enderego Atual: M

Ab-Baivvo: _ AT - Cidade: A8 - Estado: |||
AO-CER| | | || | L] AND- Telefones de contatac || 3 | | | 4 [ | |

Al - E-mail:

B - Tdentificagio (dados do prontwiri)

B1- Prontwdrio: | | | | | | | |

B2 - Tipo de cirurgia realizada: (1)Laparoscopia (2)Laparotomia
B3 - Data do Lawdo Histopatobogico: | | - | - | | |
B4 - Estadiamento Endometriose: (1)1 (2) 11 (3} 101 (4) IV

BS - Infiltrativa/Profunda: () Nio (1) Sim

B6 - Local/Orgdio da Endometriose:

(1) Owvarios (2) Peritonic  (3) Bexiga (4) Ureter

(5) Retosigmoide/R etrocervical (6) Intestine (7)) Septo Reto-vaginal {8) Uero Sacro

(9) Apéndice (10) lHeo (11) Outros, Especifique:

BT - Fez dosagem do CA1257

(0)Nio (1)5im, 1 vez. Valor: Data: A L H L

(2)8im, 2 vezes. Valor: Data: | | | H 11 | | Valor: Dataz| | - 4 1
C - Caracterkticas da voluntdra

C1- Peso; ke C2- Altura; m

C3- Estado civil: (1) Estavel — casada ou companheim  (2)Divorciada / separada () Viova (DSolteira (9) sam mformagio

C4- Nivel de Instrucfio { Anos de estudos completosy:

(0 Al Fabeto (31 Ensine Medio (2° Grau) IRCOMPLETO (&) Endne Superior COMPLETO
(1) Ensing Fundamental (17 Grauw) INCOMPLETO 41 Enzina Médio 27 Grau) COMPLETO (7 ) Mestrado
(21 Ensine Fundamental (1° Grau) COMPLETO {51 Ensine Superior INCOMPLETO (&) Doutorado

C5- Em sua opinifio, qual ¢ a sun cor de pele ouetnin?
(1) Branca (23 Amarela (31 Parda {4y Indigena {5) Negra (&) Ouiros — especificar:

Ch- Cor da Pele segumdo o Entrevistador
(1) Branca (2) Amarela (31 Parda (41 Indigena (5] Megma () Outros — especificar:



I - Histdria Clinica Pacienies com Endomet rose | cara cle risticas iniciais da doenga)

1 - Ji realizon procedimentos cirirgicos para remogfio dos focos de endometriose? (0) Nio (1)1 5im {HI-'."N.?H'I“‘, VA PARA N5

D2 - Se sim, qual foi 0 nomero de vezes que realizon procedim entos cirdrgicos para remogio dos focos de endometriose?
D3 - Fez algum tipn de tratamento antes do procedimento cirdrgico para remogio dos focos de endometriose? (03 Nio (1) Sim
134 - Se sim, Qual o tratamento?

D5 - Com gue idade vk foi dingnosticads com Endometriose? || | (anos)
E - Histéria Clinica Geral { caracteristicas iniciais da doenga)

E1 -VYock ji passon por alguma cirurgia no abddmen? (0) Mio (1) Sim  Se sim, quantas? A E quais?

E2X - E outra cirurgia, ji realizou? (0) Nio (1) Sim. Se sim especificar

E3 = Qual foi o Motive da sun procur pelo médico?

Motive Sim ou Mio? Orlservagiio
Dor? Se am especificar onde Wi kde (1) Sim
Incapacid ade de Gestar? (O kae (1) 5im
COutra? Especificar qual i Kae (1) 5im

E4 - Com que idade foi sua primeira ida ao médico, peo motive acima citado, antes dessa cirurgia para o disgndstico ou tratamento?
| mnos)

ES - Idade da menarca: ___ (anos)

E6 - Ji entrou na menopausa? (0) Nio (1) Sim

ET-Se sim, com que idade? {anos)

E8 - Vocé considera seu fluxo: (1) Diminuido (2) Mormal (3) Aumentado

E% - Ciclo menstrual: { 1) Regular (2) Irregular

E10 - Quantos dias duram a sua menstruagio? _ (dias)

E11 - Quantos dias duram em média os intervalos entre as menstruacies? ( dias)

E12 - Em relaciio a sua fertilidade, voci: (SE “(3", VA PARA E18) (SE “(1)", VA PARA E14)

(1) Munea conseguiu engravidar (Priméaria) Quanto tempo estd tentando engravidar? (meses)

(2) Possui filhos, mas atualmente ndo consegue engravidar ( Secundéria)  Quanto tempo esti tentando engravidar? ____ (meses)
(3) Niio possui filhos, e ndio tenta engravidar (ndio tem vida sexual ativa, usa método anticoncepcional, etc. )

(4) Ja possui filhos, e nfio deseja mais engravidar

E13 - Em relagiio as suas gestacies, Quantas foram?

Paridade: (0) Nao (1) Um filho (2) Dois filhos (3) Trés filhos (4) Quatro filhos  (3) Cinco filhos (6) Seis ou mais filhos
Partos Normais:

Partos Cesarea:__

Gravidez Ectdpica:

Idade da primeira gestacio: (anos)
Abortos: (Espontineos: Induzidos: ]
Idade do aborto espontineo: (anos) {anos)

E 14 - Se niio consegue ou conseguia engravidar, isso se deve a:
(1) Motive desconhecido  (2) Fator Masculino  (3) Tubério  (4) Insuficiéncia Ovariana  (3) Outros:

E15 - Vocé ji fez algum tratamento para engravidar?
(yMao (1) Indugiio Ovulatoria  (2) Inseminagdo Intra-uterina (3) Fentilizagfio In Vitro

E16 - Vocé jd amamentou? (0)Mio (1) Sim.

E17 - Quanto tempo vock amamentou? (soma de todos os filthos) _ anose  meses

E18 - Vocé utiliza, ou utilizou na vida, algum Método Anticoncepcional Prévio?

(0)N@o (1) Contraceptivo Oral  (2) Tabelinha (3)Din (4) Camisinha (5) Contraceptivo injetivel

Nome da pilula anticoncepcional ou do Dose Idade ao Idade ao Tempo de uso
contraceptivo injetivel inicio térming EmAnos

(Mordeme, Dnne 35, Fensane, | nguier, Miorodol, Trnondaol, Gynem, Scene, ¥ mn, o, Qlura, Petunn Mg, Depo-prowem, Marna, Mg
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E19 - Vocé utilizou anticoncepcional via oral ou injetivel por qual motivo?
(0) Nunca usei (1) Contracepgdo  (2) Distarbios menstruais  (3) Dismenorreia

E20 - Uso de reposiciio hormonal:
(0) Ndo

(1) Sim, alopatica Qual?_
(2) Sim. fitoterapica Qual?
(3) Sim, sem informagdo.
E21 - Tempo de uso de reposicio hormonal

(anos)

Baseado na seguinte escala visual analégica de dor:

LEVE MODERADA

INTENSA'

(0)Ndo (1) Sim, e ndio necessita de medicagdo.
(2) Sim, e necessita de medicagio para alivia-las,
(3) Sim, ¢ necessita de medicagio para alivid-las, no entanto ndo melhoram.

(4) Sim, e necessita de medicagio, no entanto elas ndo melhoram e ja precisou ir
a0 Pronto Socorro, ou faltar ao trabalho em decorréncia das mesmas.,

E22 | Vocésente ou sentia colicas
menstruais (dismenorréia)?

Escala dedorn®

E23 | Vocésente colicas que niio
apresentam relacdio nenhuma com o
seu ciclo menstrual (Dor Pélvica)?

(0)Nao (1) Sim, ¢ ndo necessita de medicagdo.

(2) Sim, ¢ necessita de medicagiio para alivia-las.

(3) Sim, ¢ necessita de medicaglio para alivia-las, no entanto ndo melhoram

(4) Sim, ¢ necessita de medicagiio, no entanto elas no melhoram e ja precisou ir

Escala dedor n® a0 Pronto Socorro, ou faltar ao trabalho em decorréncia das mesmas.

E24 | Vocé sente ou sentia dor durante o
ato sexual (dispareunia)?

(0)Naio (1) Na penetragio  (2) De profundidade (Dor no fundo da vagina) -
Escala de dor n°

(0) Nio (1) Dor - Escala de dor n®

E25 | Vocé sente alteragdes intestinais
(2) Sangramento  (3)Intestino Solto  (4)Intestino Preso

relacionadas com a menstruaciio?

(0) Nao (1) Dor - Escala de dor n®
(2) Sangramento  (3) Aumento da fregiléncia

E26 | Vocé sente alteracdes urinirias
relacionadas com a menstruaciio?

E27 | Qualo principal sintoma que a
incomoda?

(0) Nenhum (1)Dismenorreia (2)Dor Pélvica (3)Disparcunia (4)Infertilidade
(5) Alteragfio Intestinal Ciclica (6) Alteraglio Urindria Clinica

¥ - Historia de Endometriose na familia

F1 - Algum familiar em 1° grau apresentou Endometriose?
(0)Na@o (1) Sim (Se, Sim especificar) (2) Nao sabe
F2 - Tipo de familiar:

(1) ma3e (2) irmd (3) filha (4) TiaMaterna sanguinea (5) Tia Paterna sanguinea (6) Avo Paterna
G - Historia de Clincer m familia

(SE ‘NAO'’NAO SABE’, PULE SESSAQ “G")

(7) Avo Materna

G1 - Algum familiar em 1° grau apresentou Céncer?

(0) Nao (1) Sim (Se, Sim especificar) (2) Nao sabe (SE ‘NAO'/’'NAO SABE’, PULE SESSAQ “H")
G2 - Tipo de familiar:
(IYM& (3yimnd@  (5) filha (7) Tia Materna sanguinea  (9) Tia Paterna smguinea  (11) Avo Paterna (13) Avo Materna
(2) Pai (4)imdo (6) filho (8) Tio Matemo sanguinea (10) Tio Patemo sanguinea  (12) Avd Patemo (14) Avd Materno
Tipo de Local ou tipo de a ai Local ou tipo de . =8 Local ou tipo de
familiar cincer Tipede fumitinr céincer Tipe deLimiliar ciincer
L L I=]
B LI 5]

H - Alguma vez o seu médico disse que vocé teve algumas das doengas abaixo?

H1 - Diabetes (O)Nao (1)Sim
H2 - Obeskiade (O)yNao  (1)Sim
H3 - Mioma (0)Nio (1)Sim
Tratou? O)Nao (1) Sim. Qual?
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H4 - Doengn Ovariana (0 Mae (0 S Quad® o
Tratou? (0 Mo (1) Sim. CQual?
HE = Cisto de mama W&o (1 Sim Qual* e
i = Hiper ou Hipotiresidisma Wy Mae (O SmOual® B
L} Algum tipo de el neer: (M (1) Sim Qual? e
HE - I 0y Mas (1) Sim
H% - Hepatite: (0 Mae (1) SimOual e
H0 = Ot Comrrbyiada de ; Oy Nao (U SmoOwea® o
I - Hibitos do Fumo
11 - Ji Fumow pelo menos por 1ano? (0 Nunca fumou (1) Somente no passado (23 Simy, ainda fuma (SE“NUNCA™, VA PARA 12)
A Sra, fumon cigarr, charuto, N* de vezos que fumava | Ldade ao ldnd e ao Tempo de fumas em
. p . . P . Observagfin
cachimbo ou maconha? por dlia u magos ao din infcin L ming Anis

{ D Cigarmo (23 Chanto (3) Cachimbo
{ NCigarmo (23 Chanito (3) Cachimbo
{ D Cigarme (2) Chanuto (3) Cachimbo
{ 1 Cigarre (2) Chano (3) Cachimba

12 = i mrron junto com wm fumante (pai irmdo, md e, marido, filthos, avos) oo tra balhow em om logar focbade omie a3 pesoas fams ssem?
| Mae (1) Sim, em casa (2) Sim, ney trabalho
L3 - Tempo em anos de exposiciio: Anis

Sun idnd e quando essa pesson inicion o fome Sun idnde quande ssn pesson paren o fumas

J = Hiibitos Alimentares

J1 - Qraal a Trequéneta com que come 08 seguintes alimentos ¢ bebidas?

Unidsde Alimento Munea Q I.I<'I.!I|€b _'\m)'.r.n UL!%IIIIEB w.vx;s UI.I%LII-Ié!s veres
a0 mis [OT SEIana an dia®
1 copo Leite
1 poe logurte s B 1
1 porgio Manteiga
1 porgio Phio
1 porgio Armoz
| porgdo Mass 1 B o
| poagin Cereal de milho (Sucrilhos e elc) e B .
1 porgio Produtos de Soja
1 porgiio Mandioca _1_ - —_
| poagin Came bovina 1 ~ o
| porgdo Porco 1 B o
| porgiio Gralinha Indusinializada e . o
1 porgio Calinha caipira
| porgiio Outra came (pvelha) e . o
1 porgio Peine
| poagan Prreanito ou salame ou salsdcha e B e
1 Ovor 1 _ -
| porgio Queijo i . .
1 media Batita i - -
I porgio :‘."-\ : ..ii-. verdes ndo cozidos
(saladas)
1 porgdio Cruciferas (brocolis, repolhe, ) s . 1
1 média Cenoura . . I
1 média Toemaie { fresce da estaglo)
| porgiio Girfios (ervilha, feijio, lendilha ) o _ o




Em resume, quantas veres ofa)
Sna) come i porgdo de

[resca, por semana 7

1 porgio
PoTC qualquer tipo de vegetal {exceto
batata e cenoura 1’
| copo Sucp de fruts frescas s B B
1 mecia Magh ou Pera 1 _ _
L Fruta ciinea (larania, limio, lima)
I média .
i & poca de colheita — - -
1 média Banana
Em resumo, quanias venes vocd
1 média come | frta de qualquer tipo

| i cutaga | Bolo e sobremesa 1 , -
1 copo Catie
| porgio Grio de Bico o . .
1 porgio Alho

J2 - Chaal o tipa

e gordurm usa predomimntemente; Cologue (A) wsa para cozinhar, (B) usa para femperar 08 ve,

elais e (O) us para pdes, tomadas e biscoitos

{1 azeite de oliva (51 mar garina {9 girasol

{130 outra gordursm animal

(20 areite dendd 6 ndio usa gordura (10 dlew de soa

(99ndo smbe

{3 azeite de coco|__ (T dles de uwa (11 outro dleo de semente

4 mantei ga {E) dleo de milho (12 benha de poros

J3- Vool ingere ou ingeriu vitaminas (Birmaco)? (1) 8im (3) Nio sabe
J4 = Qraal? (1) Poli vitaminieo (23 Owires

J5 = Com que Trequéneta toma estas viami

{0 Nunca (2 Uma vez por semana
(1) Ocasionalmente (3) Uima vez por més
Jb- Por quante tempo? (meses)

K - Hiihitos de bebida

K1 - Ji ingerin bebidas com dleool pelo menos 1 vez por més?

{1 Munca {17156 no passado (21 5im, ainda bebe (SE*NUNCA™, FULFE. PARA SESSAD L™ )

() Diariamente

K2 - Com que frequéncia bebe ou bebia? (1) Dianamente (23 Semanalmente (3) Quinzenalmente  (4) Mensalmente (5)Em eventos ¢ festas

Tipo de Bebida kinde de inkciv | Tempo de wso em anos

(iCerveja (2 Winho { 3 achaga (4Licores (5)Whisky ou Vodea

(R erveja (2)Vinho (3 Cachaga (Licores (5)Whisky ou Vodca

K erveia (2)Vinho I achag (4iLicores (31Whisky ou Vodca

i1 iCerveja (2)Vinho (3 achaga (4ilicores (5)Whisky ou Vodca

L - Exercicio Fisioo

L1 - Yool pratica esporte ou exercicio fisico?

(M (1) Sim, Analmente  (2)8im, No passado (SE *NAQ™, 0 QUESTIONARTO TERMINA AQUT)

Horas Praticadas

- i i i H -
L2 - Qual esporte ou exercicio fisgeo vool praticou mais froguen temen e {por dis)

Frequincia por scmana

Tempo em anos

h

M - Histiria (eupacional

Ocupagiiod Cargn Tipo de companhia

Se hh um perisde sem ocupaglio antes do

trabalho 2, ancie a razio

Fim do gquestiondirio.
DBRIGADA PORSUA PARTIC IPACAD EM NOSSA PESQUISA!

Rubrica da woluntsiria:
Rubricn da Entrevistad orn:
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