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RESUMO

INTRODUCAO: O prolapso genital € o deslocamento das visceras pélvicas devido ao
enfraquecimento de sua sustentacdo e desequilibrio entre as forcas encarregadas de
manter os 6rgdos em sua posicao fisiologica. Além disso, também existem as forcas
que tendem a impelir essas estruturas para fora da pelve causando prejuizo a
qualidade de vida e autoestima. Portanto, é de fundamental importancia a realizacao de
exames ginecoldgicos rotineiros a fim de que toda a assisténcia médica preventiva, em
caso de mulheres predispostas geneticamente, seja feita de forma correta contendo
assim sua evolucdo. OBJETIVO: O objetivo deste projeto é a avaliagcdo do polimorfismo
-519 AG do gene da MMP1 como fator de risco relacionado ao desenvolvimento de
prolapso genital em mulheres brasileiras. METODOS: Foi realizado um estudo clinico
transversal do tipo caso-controle incluindo 245 mulheres, sendo 95 casos (prolapso em
estadios Ill ou 1IV) e 150 controles (estadios | ou 0) recrutadas no ambulatorio de
Uroginecologia e Cirurgia Vaginal do Departamento de Ginecologia e Obstetricia do
Centro Universitario Saude ABC, uma vez que todas assinaram o termo de
consentimento para participagdo no estudo. Apos extracdo de DNA de sangue das
pacientes, a regido polimorfica do gene MMP1, cadastrado com o cédigo
rs1144393 no Single Nucleotide Polymorphism database (dbSNP), foi amplificada por
Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR) e os variantes foram diferenciados apos
digestao pela endonuclease de restricdo Kpnl em gel de agarose corado com brometo
de etidio. Ao final da eletroforese, a analise foi feita por fluorescéncia em
transiluminador UV sendo observada uma unica banda de 200 bp para mulheres
homozigotas GG, uma banda de 174 bp para mulheres homozigotas AA e duas bandas
de 200 e 174 bp para mulheres heterozigotas AG. RESULTADOS E DISCUSSAOQ: Do
total de 245 amostras, verificou-se que 123 amostras (50,2%) correspondem ao
gendtipo AA do polimorfismo rs1144393, 71 amostras (28,98%) correspondem ao
gendtipo AG e 51 amostras (20,82%) correspondem ao gendtipo GG. Nao foi
observada diferenca estatistica para a distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo do
gene entre o grupo com prolapso genital (casos) e o grupo controle. A frequéncia
encontrada para o alelo G, o alelo menos comum do polimorfismo, foi 35,30%. Este
valor é maior que a frequéncia de 19,77% relatada no Single Nucleotide Polymorphism
database (dbSNP). CONCLUSAO: N&o foi encontrada evidéncia que o polimorfismo -
519 AG do gene MMP1 (rs1144393) seja um fator de risco para o prolapso genital.

Palavras-chave: Prolapso Genital, MMP1, Polimorfismo de Nucleotideo Unico.

Apoio financeiro: PIBIC/CNPq, FAPESP, NEPAS



ABSTRACT

INTRODUCTION: Pelvic organ prolapse is the displacement of the pelvic visceras due
to the weakening of theirs sustain and the imbalance between the forces charged to
maintain the organs in their physiological positions. In addition of that, there are also
forces that tend to propel these structures out of the pelvis causing damage to life
quality and self-esteem. Therefore, it is fundamental to perform gynecological exams so
all the preventive medical care, in the case of genetically predisposed women, be done
correctly, evaluating their evolution. OBJECTIVE: The purpose of this project is to
evaluate the -519 AG polymorphism of the MMP1 gene as a risk factor related to the
development of genital prolapse in brazilian women. METHODS: A case-control cross-
sectional clinical study was carried out with 245 women, including 95 cases (pelvic
organ prolapse in stages lll or IV) and 150 controls (stages | or 0) recruited at the
Urogynecology and Vaginal Surgery ambulatory of Centro Universitario Saude ABC'’s
Gynecology and Obstetrics’ Department, after all signed the consent form. Following
DNA extraction from the patients’ blood, the polymorphic region of MMP1 gene,
registered with the code rs1144393 in the Single Nucleotide Polymorphism database
(dbSNP), was amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR). The variants were
analysed after digestion using the restriction endonuclease Kpnl on an agarose gel
stained with ethidium bromide. At the end of the electrophoresis, the bands were
observed using fluorescence in a UV transilluminator. A single band of 200 bp was seen
for women homozygous GG, a band of 174 bp for women homozygous AA and two
bands of 200 and 174 bp for women heterozygous AG. RESULTS AND DISCUSSION:
Among the 245 samples, it was found that 123 (50.2%) correspond the genotype AA
from polymorphism rs1144393, 71 (28.98%) correspond to genotype AG and 51
(20.82%) correspond to genotype GG. There was no statistical association for the
distribution of genotypes among the pelvic organ prolapse group (cases) and the control
group. The frequency for the G allele, the less common allele, was 35.30%. This value is
larger than the frequency of 19.77% described in the Single Nucleotide Polymorphism
database (dbSNP). CONCLUSION: There was no evidence that the -519 AG
polymorphism from MMP1 gene (rs1144393) is a risk factor for pelvic organ prolapse.

Keywords: Pelvic Organ Prolapse, MMP1, Single Nucleotide Polymorphism
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1 INTRODUCAO

Define-se como prolapso genital o deslocamento das visceras pélvicas como
parede vaginal anterior, parede vaginal posterior, colo uterino ou apice vaginal no
sentido caudal, em direcdo ao hiato genital. Decorre do desequilibrio entre as forcas
encarregadas de manter os 6rgdos pélvicos em sua posicdo normal, e aquelas que
tendem a impeli-los para fora da pelve (HAYLEN et al, 2010).

O prolapso genital pode ocorrer no compartimento anterior, médio ou posterior
da pelve. No compartimento anterior, podemos encontrar prolapso da uretra, bexiga ou
de ambos. JA4 no compartimento médio, podemos encontrar o prolapso uterino, da
cupula vaginal ou enterocele e no compartimento posterior, o prolapso de reto
(MARTINS, 2010). Sendo assim, a Sociedade Internacional de Continéncia (ICS), a
Sociedade Americana de Uroginecologia e a Sociedade dos Cirurgiées Ginecoldgicos
propuseram nova classificagdo conhecida como Pelvic Organ Prolapse Quantification
(POP-Q) com o objetivo de uniformizar as distopias genitais existentes, validada e
formalizada em 1996 (BUMP et al, 1996). Estudo realizado na Universidade Federal de
Sao Paulo (UNIFESP) em 2003 mostrou que esta classificagcdo é reprodutivel na
populacao brasileira (FELDNER et al, 2003).

Com este protocolo, o profissional deve identificar o ponto de maior distopia, com
cooperacao e confirmacédo da paciente, fazendo esfor¢co, em pé e por meio de tragdo do
ponto maximo de prolapso. Nesta nova classificagdo, o himen passou a ser o ponto de
referéncia e o prolapso, quantificado em centimetros a partir deste. Se acima do himen,
tera valores negativos e, se abaixo, sera positivo.

A forma de aplicacdo da classificagdo POP-Q é esquematizada na Figura 1.
Existem dois pontos de referéncia na parede anterior, dois na superior e dois na
posterior. O ponto Aa (ponto A da parede vaginal anterior) localiza-se a trés centimetros
para dentro do himen na linha média da parede anterior da vagina sendo que sua
posicdo varia entre -3 a +3 cm. Para sua determinacéo, coloca-se marcagao no ponto -
3 em repouso e observa-se onde ele se localiza quando ha esforco.

O ponto Ba (ponto B da parede vaginal anterior) representa o ponto de maior

prolapso da parede vaginal anterior. Na auséncia de prolapso, € localizado em -3 e, se
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h& prolapso total, equivale ao comprimento vaginal total (CVT). O espéculo de Sims é
utilizado a fim de afastar a parede vaginal posterior e pede-se para a paciente fazer
esforgo. O ponto que mais se externalizar é considerado como Ba.

O ponto C é o ponto mais distal do colo uterino ou da cupula vaginal pés-
histerectomia. Para sua determinacéao, localiza-se o0 colo, encosta-se a marcacao neste
e pede-se para a paciente fazer esforco. Dessa forma, determina-se até onde o colo vai
em direcado ao himen.

O ponto D esté localizado no férnice vaginal posterior, na altura da inser¢éo dos
ligamentos uterossacrais sendo que, na auséncia do Utero, este ponto € omitido. Ao se
determinar o férnice posterior, coloca-se a marcacdo e pede-se a paciente para que
faca esforco encontrando-se, assim, o ponto D.

O ponto Ap esta localizado na linha média da parede vaginal posterior, e é
analogo do ponto Aa.

O ponto Bp representa o ponto de maior prolapso da parede vaginal, e é
posterior, analogo do ponto Ba.

O comprimento vaginal total € a medida da maior profundidade vaginal. Para ser
calculado ndo € necessario realizacédo de esforco pela paciente.

O hiato genital (HG) é a medida do meato uretral externo até a linha posterior do
himen ou furcula, determinada em repouso.

O corpo perineal (CP) € a medida da farcula até o centro do orificio anal.
Também né&o necessita de esforco da paciente para sua mensuracao.

Apos realizada a medida segundo o critério POP-Q, o prolapso é classificado
como:

o Estadio 0: quando ndo ha prolapso genital;

« Estadio I: o ponto de maior prolapso é classificado em até -1 cm;

» Estadio Il: o ponto de maior prolapso esta localizado entre -1 e +1 cm;

o Estadio lll: o ponto de maior prolapso esta a mais de -1 cm, porém sem ocorrer

eversao total e

» Estadio IV: eversao total do érgéo prolapsado, o ponto de maior prolapso fica, no

minimo, no comprimento vaginal menos 2 cm (HAYLEN et al, 2016).
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Figura 1: Estadiamento POP-Q de prolapso genital.

Fonte: Cruz et al, 2019.

O prolapso genital € de fundamental importancia para mulheres de todas as
idades porém com maior predominio em maiores de 50 anos sendo que 11,1% destas
precisardo ser submetidas a cirurgia apos os 80 anos (BERTOLINI et al, 2011). Nos
Estados Unidos da América, mais de 200.000 mulheres sdo operadas por ano sendo
que, mais de 30% destas precisam submeter-se a nova cirurgia a fim de que seu
problema seja solucionado (FERRARI et al, 2012).

Na Tabela 1 €& apresentada a frequéncia de formas, estadiamento e
manifestacdo de prolapso genital na populacdo. Observa-se que os estadios mais
avancados da doenca (POP-Q Il e IV) sao raros. Além disso, o prolapso genital do
compartimento anterior € observado com maior frequéncia quando comparado aos
demais, sendo duas vezes mais frequente do que o prolapso do compartimento
posterior e trés vezes mais frequente que o prolapso de compartimento apical.
Entretanto, na maior parte dos casos de prolapso genital sintomatico, o acometimento

de multiplos compartimentos (bexiga, intestino, utero) é observado.
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Tabela 1: Prevaléncia de prolapso genital.

Estudo Definicao Prevaléncia
Wu, 2014 Sintoma 2,9%
Rortveit, 2007 Sintoma 1 5.7%
Hendrix, 2002 | Exame fisico Geral: 41,1%

Anterior: 34,3%
Posterior: 18.6%
Apical: 14,2%
Swift, 2003 | Exame fisico Estagio 0: 6.4%
Estagio I: 43,3%
Estagio Il: 47 7%
Estagio lll: 2,6%

Handa, 2004 | Exame fisico Cistocele: 24.6%
' Retocele: 12,9%
Uterino: 3,8%
Bradley, 2007 Exame fisico Geral: 23,5-49,9%
Walker, 2011 | 'Revisao da literatura 19,7% (3,4 — 56,4%)

Fonte: Cruz et al, 2019.

Apoés histerectomia, de 6% a 8% das mulheres irdo desenvolver prolapso da
cupula vaginal e, na maior parte desses casos, 0 prolapso de mais de um
compartimento estaré presente (CRUZ et al, 2019).

Com etiologia multifatorial, varios séo os fatores que predispdem as mulheres a
essa condicdo. Estes incluem variacGes esqueléticas, fatores congénitos, genéticos e
raciais, idade avancada, indice de massa corporea (IMC), neuropatias,
hipoestrogenismo, obstipagéo crbnica, desnutricdo, tabagismo, desordens do colageno,
aumento na pressado intra-abdominal desencadeado por problemas respiratorios
associados a tosse cronica, gravidez e partos vaginais (MARTINS, 2010). Apesar de
alguns autores relataram aumento nas taxas de prolapso genital em mulheres com pelo
menos um parto vaginal quando comparadas a nuliparas, este falha em explicar
totalmente a génese e progressdo das desordens do assoalho pélvico, uma vez que
sdo observados altos graus de prolapsos em nuliparas e auséncia da doenca em
multiparas (MARTINS, 2010).

O decurso da doenca, além de desequilibrio de pressdo, se da pelo

enfraquecimento de estruturas do tecido conectivo, fascia endopélvica e musculos do
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assoalho pélvico que suportam os Orgaos pélvicos. Sendo assim, o prolapso genital
costuma ser assintomatico, porém, com a evolucdo do quadro, podem surgir sintomas
que variam dependendo a idade, duracdo e o grau do prolapso que a paciente
apresenta. Esses sintomas podem ser sensacao de peso e dor na regiao do hipogastrio
que diminui em repouso e aumenta durante a realizacdo de exercicios fisicos, disuria,
polaciuria, dor vaginal e perineal, comprometimento miccional por incontinéncia ou
retencdo urinaria, constipagdo intestinal, queixas sexuais e infeccdo urinaria de
repeticdo (SHULL et al, 1993).

Em relacéo a raca, mulher da raca negra possuem menor risco para o prolapso
genital enquanto mulheres hispanicas tém maior risco (HENDRIX et al, 2002). O estado
menopausal também influencia a ocorréncia, visto que 74,2% das pacientes possuem
algum 6rgao fora da posicao habitual na p6s menopausa (MARTINS, 2010).

Mesmo ndo ameacando a vida, o prolapso genital pode afetar intensamente a
qualidade da mesma causando alto impacto fisico, psicolégico e também social. Além
disso, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas (IBGE), desde
1970, devido a reducdo da mortalidade desencadeada pelos avancos médicos e as
baixas taxas de natalidade ocasionadas pelo aumento exponencial do uso de métodos
contraceptivos, a populagéo brasileira contard com, aproximadamente, nove milhdes
de mulheres com 80 anos ou mais. Frente ao envelhecimento da populacéo, a grande
morbidade proporcionada pelo prolapso genital e aos elevados custos do tratamento, €
possivel concluir que esta enfermidade representa um problema socioeconémico
importante.

Além disso, nos proximos trinta anos, espera-se que o niumero de mulheres que
procurardo cuidados médicos por desordens no assoalho pélvico ira dobrar (BEZERRA,
2013). Sendo assim, é de fundamental importancia, além da realizacdo de exames
ginecolodgicos rotineiros, o avan¢go dos estudos das bases moleculares e seus
biomarcadores, além dos modulares do assoalho pélvico para que as mulheres
predispostas sejam identificadas e tratadas corretamente contendo a evolucdo do

quadro.
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1.1 Objetivo

Avaliar o polimorfismo -519 AG do gene da metaloproteinase de matriz isoforma
1 (MMP1) como fator de risco relacionado ao desenvolvimento de prolapso genital em

mulheres brasileiras.
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2 POLIMORFISMO GENETICO COMO FATOR DE RISCO PARA PROLAPSO
GENITAL

Os polimorfismos sdo marcadores genéticos que ocorrem quando um locus tem
dois ou mais alelos, cujas frequéncias excedem a 1% na populacdo. O polimorfismo de
nucleotideo Unico ou SNP é um local no DNA em que um Unico par de bases varia de
pessoa para pessoa, em uma determinada populacdo. Sdo os mais frequentemente
encontrados no genoma humano e ocorrem numa frequéncia de um a cada 1000 bp no
genoma (BROOKES, 1999).

Os SNPs podem alterar a expresséo do fenétipo humano por influenciar genes
promotores, modificar a estrutura do DNA ou RNA mensageiro, levando a alteracdo na
sequéncia de aminoacidos e consequentemente na funcédo das proteinas, entre outros
meios (LOHRER et al, 2000). Acredita-se que na espécie humana exista mais de um
milhdo de polimorfismos, e destes, cerca de 30.000 apresentam manifestacbes
fenotipicas com significancia clinica.

Evidéncias até o momento sugerem que 0s principais polimorfismos associados
ao prolapso genital ocorrem em genes relacionados a formacdo e remodelacdo de
fibras de colageno. Estas fibras representam estruturas fundamentais para sustentacao
dos 6rgaos pélvicos. Assim, variacbes nos componentes das fibras de colageno, bem
como alteragBes nos processos de sua sintese e/ou degradacdo poderiam tornar o

desenvolvimento do prolapso mais ou menos favoravel.

2.1 MMP1

Matriz metaloproteinases, também conhecidas por MMPs, € uma familia de
enzimas proteoliticas que, nos vertebrados atuam em diversos substratos, sendo
capazes de degradar os componentes da matriz extracelular (MEC) como o colageno, a
gelatina e a elastina (HAAKE et al, 2004). Em humanos, é codificada pelo gene MMP1
que é localizado em 11g22.3.

Ja o colageno € uma proteina estrutural que promove elasticidade para a pele,

tendbes e o0ssos. Aléem disso, no trato geniturinario confere estabilidade mecéanica e
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distensibilidade do tecido. Essa proteina é encontrada em diversas estruturas como
vasos, pulmdes, utero e pulmdes, além das outras jA mencionadas. Existem mais de
dezenove tipos de colageno, sendo que os tipos | e Il sdo os principais componentes
estruturais encontrados nos tecidos epiteliais (JACKSON et al, 1996).

A MMP1 desempenha importante papel na degradacéo do colageno do tipo I, ao
passo que a MMP3 é capaz de ativar outras MMPs, incluindo MMP1. Posto isso, &
plausivel acreditar que a hiperexpressdo dessas enzimas poderia, em parte, explicar a
perda da integridade das fibras de colageno e, assim, a maior suscetibilidade para o
desenvolvimento de prolapso genital.

Sendo o colageno degradado por essa familia de enzimas, acredita-se que esta
seja a principal mediadora da degradagdo da MEC e iniciadora do remodelamento dos
tecidos. Além disso, esse grupo de enzimas desempenha também um importante papel
em processos fisiologicos como desenvolvimento embrionario, morfogénese,
desenvolvimento pds-natal e processos patoldgicos (GARBACKI et al, 2009).

Seguindo a linha de pensamento de estudos j4 previamente realizados, foi
encontrada relacdo entre o polimorfismo do gene MMP1 e a ocorréncia de prolapso
genital. Skorupski et al (2013) estudaram os polimorfismos da MMPs como fatores de
risco relacionados ao desenvolvimento de prolapso genital e, embora esses ultimos
autores nao tenham conseguido demonstrar a associa¢cdo dos polimorfismos da MMP1
e MMP3 isoladamente com a ocorréncia da distopia, observaram que a combinacéo de
outros genes se mostrou associada a ocorréncia da doenca.

Estudos recentes mostraram que um polimorfismo na regido promotora do gene
MMP1 (-1607 1G/2G ou rs1799750) interfere na expressdo da enzima logo, nas
estruturas de sustentacdo dos érgdos peélvicos, e pode estar associado ao prolapso
genital.

A variacdo AG na posigao -519, outro polimorfismo na regidao promotora do gene
MMP1, nunca foi avaliado em relagédo ao prolapso genital, mas mostrou associacéo a
outras doencas como tendinopatia tibial posterior (MUNHOZ, 2016). Assim, € pertinente
propor o estudo da relacdo entre polimorfismo -519 AG do gene MMP1 como fator de

risco para o desenvolvimento de prolapso genital.
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3 PACIENTES E METODOS

O setor de Uroginecologia e Cirurgia Vaginal do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia do Centro Universitario Saude ABC atendeu as pacientes, uma vez que
todas assinaram o termo de consentimento para participacao no estudo (Anexo 1).

Com o objetivo de assegurar os direitos e deveres que dizem respeito a
comunidade cientifica, aos sujeitos da pesquisa e ao Estado esse estudo observou as
diretrizes da Resolu¢cdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS) e, portanto, foi
previamente submetido & avaliacdo e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FMABC (Anexo 2).

Foram selecionadas, para o projeto de pesquisa em questdo, mulheres sendo 95
casos (mulheres que evidenciaram prolapso genital em estadios Ill e IV) e 150 controles
(mulheres que evidenciaram prolapso genital em estadios 0 e ), segundo a
classificacdo mais atualizada proposta pela ICS, Sociedade Americana de
Uroginecologia e a Sociedade dos Cirurgides Ginecologicos (BUMP et al, 1996).

Os critérios de inclusdo do grupo caso foram: diagndstico, por exame fisico, de
prolapso dos 6rgdos pélvicos nos estadios Ill e IV; historia clinica compativel com poés-
menopausa (auséncia de fluxo menstrual ha pelo menos um ano) e auséncia de terapia
hormonal h& pelo menos seis meses. O Unico critério de ndo inclusdo do grupo controle
foi a ndo permissdo da paciente em realizar a coleta sanguinea apos ter sido
esclarecida sobre o estudo.

Os critérios de inclusdo do grupo controle foram: pacientes com estadiamento de
prolapso O e I; histdria clinica compativel com pds-menopausa (auséncia de fluxo
menstrual ha pelo menos um ano) e auséncia de terapia hormonal ha pelo menos seis
meses. Os critérios de ndo inclusdo do grupo controle foram: pacientes que realizaram
qualquer tipo de cirurgia vaginal prévia e a ndo permissao da paciente em realizar a
coleta sanguinea apos ter sido esclarecida sobre o estudo.

Consequentemente, as pacientes foram submetidas a anamnese com registro do
nome, numero do registro hospitalar, idade, raca, historia familiar de distopia genital,
antecedentes obstétricos, idade da menopausa, uso de terapia hormonal, historia de

constipacao intestinal e tosse cronica. Além disso, todas as mulheres foram pesadas e
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medidas para o célculo do indice de massa corpérea e posteriormente submetidas ao
exame ginecoldgico, no qual foi realizado o estadiamento POP-Q para a quantificacédo
do prolapso genital (BUMP et al, 1996).

3.1 Coleta e processamento de sangue periférico

Foram colhidos cinco mL de sangue venoso de cada participante, em puncao
periférica de membro superior, utilizando Vacutainer com anticoagulante EDTA (Acido
Etilenodiaminotetracético). O sangue foi centrifugado a 2000 rpm/4°C (Eppendorf,
modelo 5804R), durante cinco minutos para extracdo da fase leucocitaria. Os tubos
foram retirados cuidadosamente para que as duas fases formadas ndo se misturem:
fase superior, com o plasma, e fase inferior, rica em hemacias. Na interface, observou-
se uma névoa branca, onde se concentraram os leucocitos. A fase superior, o plasma,
foi descartada e uma aliquota de 0,3 mL da interface rica em leucadcitos foi transferida

para novo tubo. Esta aliquota foi armazenada a -20°C até a extracdo de DNA.

3.2 Extracédo e armazenamento de DNA

A extracdo do DNA gendmico foi realizada ap6s o descongelamento da fase
leucocitéaria, utilizando-se o kit comercial lllustra Blood Mini (GE Healthcare). Seguindo a
recomendacéo do fabricante, foi adicionado 500 yL de tampao de lise em 100 uL de
sangue. Em seguida, o lisado foi centrifugado a 8.000 rpm/4°C (Eppendorf, modelo
5804R) por um minuto em coluna cromatografica de silica. Apds duas etapas de
lavagem e centrifugacéo com tampdes contendo etanol, o DNA foi diluido em 100 pL de
H.O milli-Q autoclavada e pré-aquecida a 70°C. O DNA purificado obtido foi
guantificado por espectrofotometria em comprimento de onda de 260 nm (Spectronic,
modelo Genesys 5) e armazenado a -20°C até a sua utilizacéo.
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3.3 Primers e reacdo em cadeia da polimerase

O DNA da regiao promotora do gene MMP1 foi amplificado utilizando os primers
5-CATGGTGCTATCGCAATAGGGT-3 e 5-TGCTACAGGTTTCTCCACACAC-3
descritos por Munhoz et al. (2016) e sintetizados por Invitrogen. Estes primers foram
entregues liofilizados pelo fabricante e, no laboratorio de Biologia Molecular do Centro
Universitario Saude ABC foram preparadas as solucfes de trabalho a 10 pM.

A reacao de amplificacao foi realizada com 8 pL utilizando reagente PCR Master
Mix (Promega) diluido adequadamente, 0,4 uL de cada primer e 2 uL da preparacéo de
DNA gendmico.

O protocolo de amplificacdo da regido do gene MMP1 contendo o polimorfismo
de interesse foi composto por 46 ciclos de amplificacdo foram precedidos de
desnaturacao a 94°C por dez minutos. Cada ciclo consistiu de aquecimento a 94°C por
um minuto, alongamento de 45°C por um minuto, e desnaturacdo a 72°C por um
minuto. Uma extensédo de primer final foi realizada a 72°C por dez minutos. Ao final, as
amostras foram mantidas congeladas até a realizacdo da eletroforese em gel de

agarose (GE Healthcare) a 3%.

3.4 Digestéo do produto de PCR por endonuclease de restri¢gédo

O produto de PCR do primer para o polimorfismo -519 AG foi submetido a
digestdo com enzima de restricdo Kpnl (Promega) por 18 horas e resolvidos em gel de
agarose a 3% corados com brometo de etidio (Gibco BRL) de tal forma que foi possivel
distinguir os diferentes gendtipos do polimorfismo. Ao final da eletroforese foi observada
uma unica banda de 200 bp para mulheres homozigotas GG, uma banda de 174 bp
para mulheres homozigotas AA e duas bandas de 200 e 174 bp para mulheres
heterozigotas AG.

Para realizar a digestéao, foram utilizados 10 yL de DNA amplificado e adicionou-
se 1U enzima Kpnl em tampdo adequado fornecido pelo mesmo fabricante da

endonuclease e H,O livre de nuclease para completar 20 yL de volume de reagao. A
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reacao ocorreu a 37°C por dezoito horas, sendo armazenada a 4 °C até a realizacéo de
eletroforese.

3.5 Eletroforese em gel de agarose de 2,5% e 3%

A eletroforese foi realizada em tampdo TAE: Tampao Tris (tris-
hidroximetilaminometano) 0,4 M pH 8,0; EDTA 0,01 M e &cido acético 0,2 M. Foram
preparados géis de agarose (2,5% e 3%) em tampédo TAE contendo, em cada gel, 2 uL
de brometo de etidio. Ap6s a polimerizacdo, o gel é colocado na cuba de eletroforese
preenchida pelo tampéao de corrida TAE 1x.

A eletroforese em gel de agarose foi utilizada para analisar os produtos de PCR
e a digestdo enzimatica a fim de identificar o genétipo das pacientes em questao.

Para realizar a andlise do produto do PCR, pipetou-se 10 pL do mesmo e
adicionou-se 2 pL de corante. Entdo, foram aplicados os 12 pL resultantes no gel de
agarose a 2,5% com 5 pL de padréo de peso molecular 100 bp DNA ladder (Promega)
por, aproximadamente, 30 min a 100 V. A andlise foi feita por fluorescéncia em
transiluminador UV (LGC, modelo: ZT-21) e todas as bandas devem apresentar
tamanho de 200 bp.

Para analisar a digestdo enzimatica, acrescentou-se 4 uL do corante nos 20 pL
do produto da digestdo. Foram aplicados os 24 pL em gel de agarose a 3% com 5 pL
de padrao de peso molecular 100 bp DNA ladder (Promega) por, aproximadamente, 50
min a 100 V. A analise foi feita por fluorescéncia em transiluminador UV e os resultados
possiveis sao trés: unica banda de 200 bp para pacientes homozigotas GG, uma banda
de 174 bp para pacientes homozigotas AA e duas bandas de 200 e 174 bp para

pacientes heterozigotas AG.
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4 RESULTADOS

Resultados representativos da amplificagdo da regido cadastrada com o codigo
rs1144393 no Single Nucleotide Polymorphism database (dbSNP) do gene MMP1
contendo o polimorfismo -519 AG sdo apresentados na Figura 2. Os DNAs analisados

originaram a banda Unica esperada com tamanho de 200 pb.

Figura 2: Visualizacédo dos produtos de PCR de MMP1 -519 AG em gel de agarose
2,5%. Amostras PGO1 - PG10; PM: padréo de peso molecular. O tamanho
esperado do produto (200 pb) é indicado

PG1PG2 PG3 PG4 PG5 PGB PG7 PG8 PGY PG10 PM

- 600 bp
- 500 bp
400 bp

- 300 bp

200pb IR TR R R R B _ B B B -200 bp,
(tamanho esperado)
100 bp

As genotipagens foram realizadas por meio de analise dos produtos de digestédo
pela endonuclease de restricao Kpnl em gel de agarose corado com brometo de etidio.
Ao final da eletroforese, foi observado uma uUnica banda de 200 bp para mulheres
homozigotas GG, duas bandas de 174 e 26 bp para mulheres homozigotas AA e trés

bandas de 200, 174 e 26 bp para mulheres heterozigotas AG. Sendo que a banda de
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tamanho 26 bp ndo é visivel por ser muito pequena, esta é desconsiderada para a

analise.

A Figura 2 mostra um experimento representativo da analise de fragmentos de
restricdo de Kpnl. Nesta imagem, as amostras 81, 83, 84, 85 e 86 foram identificadas
como homozigotas AA, as amostras 76, 77, 78 e 82 foram identificadas como
heterozigotas AG enquanto as amostras 75 e 80 foram identificadas como homozigotas
GG.

Figura 3: Genotipagem de MMP1 -519 AG. Visualizacdo dos produtos de PCR
digeridos por Kpnl em gel de agarose 3% corado com brometo de etidio.
Amostras PG75 - PG86; PM: padréao de peso molecular. Os tamanhos esperados
dos fragmentos de restricdo 200 e 174 bp séo indicados e 26 bp néo € visivel por
este método

PG75 PG76 PG77 PG78 PGS0 PG81 PGB2 PG83 PG84 PG85 PG8S PM

- 500
400
300

200
174

100

Como o tamanho das bandas apresentadas para a genotipagem deste
polimorfismo € muito préximo e a digestdo pela endonuclease de restricdo pode ser
incompleta, equivocos na interpretacdo dos gendtipos poderiam ser cometidos,
especialmente na diferenciacdo entre homozigotos AA e heterozigotos AG. Apesar de

determinada amostra apresentar duas bandas, deve ser levada em consideracdo a
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intensidade em que essa banda é apresentada. Uma vez que a banda maior (200 bp)
apresenta intensidade maior que da banda menor (174 bp), a amostra € heterozigota
AG. Caso a banda menor (174 bp) apresentar-se mais intensa que a banda maior (200
bp), a amostra é considerada homozigota AA. Isso pode ser justificado pelo fato de que
estdo sendo analisados organismos diploides e, obrigatoriamente, a carga de DNA do
alelo G seria igual a carga do alelo A.

Do total de 245 amostras, como podemos observar na Figura 4 e Tabela 2,
verificou-se que 123 amostras (50,2%) correspondem ao genoétipo AA, 71 (28,98%)
corresponde a AG e 51 (20,82%) ao genotipo GG.

Figura 4: Representacdo esquematica dos resultados obtidos

GG

AA

AG

Os gendtipos dos participantes foram distribuidos entre 0s grupos caso e
controle originando a Tabela 2. N&o foi observada associagcdo estatisticamente
significativa para a distribuicdo dos genotipos entre os dois grupos. Esta andlise foi feita
tanto considerando-se os trés gendtipos possiveis isoladamente (AA, AG e GG) como

agrupando o gendtipo menos comum (GG) ao heterozigoto.
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Tabela 2: Distribuicdo dos gendtipos entre mulheres com e sem prolapso genital

CASOS CONTROLES
GENOTIPOS (N =95) (N = 150) P
AA 45 (47,4%) 78 (52,0%)
AG 33 (34,7%) 38 (25,3%) 0,264
GG 17 (17,9%) 34 (22,7%)
AA 45 (47,4%) 78 (52,0%) 0,479
AG + GG 50 (52,6%) 72 (48,0%)

Finalmente, em relacédo a frequéncia dos dois alelos do polimorfismo -519 G/A
entre os participantes deste estudo, foi observado que a frequéncia do alelo A foi
64,70% e a frequéncia do alelo G foi 35,30%.
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5 DISCUSSAO

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) sdo as mais abundantes
sequéncias de variacdo do DNA encontradas na espécie humana. Sao locais no DNA
em que um Unico par de base nitrogenada varia de pessoa para pessoa, servindo,
entdo, como marcadores genéticos que podem ser transmitidos de pai para filho
(KWOK & GU, 1999).

E interessante encontrar algum biomarcador que possa identificar a
predisposicdo genética da mulher frente a distirbios do assoalho pélvico visto que
muitas destas realizam cesarianas a fim de que esta estrutura seja preservada uma vez
gue existem grandes chances de que altera¢des qualitativas e quantitativas no tecido
conjuntivo, especialmente sobre as fibras colagenas, podem ser associadas pela falta
de sustentacdo do assoalho pélvico e, por consequéncia, podem desencadear o
prolapso genital (JACKSON et al, 1996, EWIES et al, 2003).

De acordo com a analise estatistica realizada, ndo se pode correlacionar o
polimorfismo rs1144393 MMP1 com o prolapso genital. Este resultado ndo é
inesperado. Apesar de se considerar que polimorfismos em genes envolvidos na
formacdo e manutencao de fibras proteicas de estruturas anatdémicas de sustentacao
sejam os melhores candidatos para fatores de risco do prolapso genital, na verdade
poucos polimorfismo de fato se mostram associados a esta doenca (CARTWRIGHT et
al, 2015).

Comparando a prevaléncia dos gendtipos em outros estudos e de acordo com
o Single Nucleotide Polymorphism database (dbSNP), o alelo G é o alelo menos
comum do polimorfismo MMP1 -519 AG. No dbSNP relata-se que a frequéncia do alelo
G é 19,77%. Neste estudo, a frequéncia do alelo G foi de 35,30%. A diferenga para o
resultado do snSNP pode se relacionar com a amostragem consideradas (245 neste
estudo e 990 no dbSNP) ou por avaliarem populacdes de diferentes etnias.

Essas possiveis explicacdes para a diferenca de frequéncia do alelo G podem

ser consideradas como limitagcbes do estudo uma vez que o tamanho da amostra
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tomada é relativamente pequeno. Outra limitacdo € a heterogeneidade dos grupos
adotados sendo que o estudo é do tipo caso-controle e neste é sabido que as amostras
deveriam ser o mais homogénea possivel porém, o Brasil € um pais extremamente
miscigenado, sendo provavelmente o mais miscigenado do mundo.

Além disso, é interessante que as pesquisas de polimorfismos de nucleotideo
anico de tecido conjuntivo com metodologia adequada e resultados comprovados, para
que os protocolos e técnicas sejam cientificamente comprovados continuem a fim de
trazerem melhor elucidacao da fisiopatologia desta doenca para que acdes preventivas
possam ser melhor aplicadas a mulheres mais suscetiveis a desenvolver desordens no

assoalho pélvico.
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6 CONCLUSAO

Segundo a analise estatistica, ndo foi encontrada associa¢cdo do polimorfismo
rs1144393 do gene MMP1 com o prolapso genital.
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prolapso genital, concluiram que dentre os fatores de risco, a paridade foi 0 que mais lotemante se
associou com a doenga. £ muilo raro em jovens e nuliparas concorrendo com apenas 2% dos prolapsos
gentais sintomdticos. Estima-se que 50% das mulheres multiparas apresentem algum grau de prolapso
genital, @ dessas 10-20% sdo assintomaticas. Swift et al em 2001 encontraram aumento de 12% na
Incidéncia de prolapso genital severo a cada ano em mulheres idosas, podendo dobrar a cada década de
vida. Em nosso meio, Sartorl et &, em 1993, também observaram aumento da incidénca com a idade. O
pico situa-se entre 60 o 69 anos, @ ha aumento progressivo na idade média, conscante o grau de prolapse
genital. De acordo com estes autores, enconiravam-se na pés-menopausa 74,2% das pacentes, e na
menacme 25,8%. sugerindo a associacdo do hipoestrogenismo com a doenga. O prolapso péivico feminino
Inchilu o prolapso de parede vaginal anterior, prolapso da capula vaginal ou ulering e o prolapso de parede
vaginal posterior. A prevaléncia de prolapso de parede vaginal postenor é varidvel @ depende da populagio
esludada, podendo chegar a 12% em pacientes com Incontinéncia urindria de estorgo, enquanto o prolapso
de parede vaginal anterior pode incidr em até 56%. De acordo com Zecchi de Souza (1995), o prolapso
uterino representa uma das formas mais usuais de distopia genital, porém o Utero raramenta se deslkoca
sozinho, sendo acompanhado de outras estruturas pélvicas, como vagina. reto, bexiga, uretra, ureter,
fascias e padiculos neurovasculares. Estima-se que em 2050, o Brasil contara com aproxmadamente nove
mithdes de mulheres com 80 ou mais anos. Frente ao envelhecimento da populagao, a grande morbidade
proporcionada pelo profapso genital @ aos elevados custos do tratamento, pode-se concluir que estamos
frente a um importante problema de saude piblica. Mulheres com doengas do tecido conectivo, como a
sindrome de Marfan ou Ehers-Danlos tém altas taxas dessa doenga. Os igamentos e a fasca vaginal tém
predominio de coldgeno tipo | e IIl, que permitem a acomodacio das estruluras em casos repentinos de
aumento da pressdo abdominal e a passagem de um leto, por exempio.

Os polimorfismos s30 marcadores gendticos que ocorrem quando um locus lem dois ou mais alelos, cujas
frequéncias excedem a 1% na populacio, O polimorismo de nudectideo umico & um local no DNA em que
um Gnico par de bases varia de pessoa para pessoa, em uma determinada populagdo. Acredita-se que na
espécie humana exista mais de um mithdo de poimorlismos, e destes, cerca de 30.000 apresentam
manifestagdes fenotipicas

com significincia clinica. O coldgeno | constitul um dos componentes do tecido conpuntivo mais refacionado,
nos estudos, & Incontinéncia urinana ¢ prolapso genital. Esta proteina @ constituida por trés cadelas
peptidicas: duas £1() e uma £2(), (£1()2£2()), sintetizadas pelos genes COL1A1 ¢ COL1A2,
respectivamente. Trabalhos tém demonstrado que o polimorfismo de base Unica (SNP) GT
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localizado no sitio Sp1 no primeiro intron do gene COL1AY (rs1800012) afeta a regulagdo da transerigio do
coldgeno. Mutagdes que afetam o gene COL1A2 reduzem a biossintese do colageno tipo |, Entretanto, o
quadro clinico dos pacientes & bastanie diverso. O coldgeno tipo Ill forma fibras menores @ linas,
responsiveis pela flexibilidade e distensibilidade do tecido. E encontrado em pele, aorta, pulmbes, Utero,
fascias e ligamentos. E uma proteina heterotrimérica composta de duas

cadeias £-1 @ uma cadeia £-2. Essas cadeias tém estrutura espacial semelhante, mas sdo codficadas por
dferentes genes. O gene que codifica a cadeia ¢ -1 @ chamado de COL3A1 @ se locakza no cromossomo
2424.3-931, devendo estar rigidamente coordenado e regulado para formar uma proteina com estrutura
correla Recentemente alguns trabathos 1ém tentado relacionar o polimorfismo desse gene com prolapso
genital. As metaloproteinases (MMPs) sdo uma familia de enzimas proteoliticas que degradam os
componentes da matriz extracelular como o colageno, & gelatina e a elastina. As MMPs dos vertebrados
atuam am diversos subsiratos, sendo capazes de degradar virtualmente todos os componentas da matnz
oxtracelular. A MMP-1 dasempenha um importante papel na degradagio do colageno do tipo |, ao passo
que a MMP-3 é capaz de ativar outras MMPs, incluindo MMP-1. Posto isso, & plausivel acreditar que a
hperexpressdo dessas enzimas poderia, em parte, explicar a maior susceptibildade para o desenvolvimento
de prolapso genital. LOX ¢ tradicionalmente reconhecida por exercer a fungo de catalsar as inlerligagbes
cruzadas derivadas de fisinas @ hidroxilisinas nas fibras de colageno, @ de lisinas nas libras de elastina.
Distungdes no gene da LOX levam & redugdo nas interigagdes das fibras, sugerindo a participagiio da
enzima no processo de maturagdo e estabilizagio das fibras de coldgeno e

elastina. A dentficagdo precisa das pacientes com risce aumentado para desenvolver prolapsos genitais
seria revoluciondria no sentido preventive @ no tratamento da doenga. ) autor propde-se a avaliar se 0s
polimortismos dos genes de biossintese @ metabolizagao do colageno (COL1A1, COL1A2, COL3AY, MMP1,
MMP3, MMP9, @ LOXL1) sdo fatores de risco para o desenvolvimento de prolapso genital.

Desenho do estudo: Trata-se de Estudo clinico transversal do lipo caso-controleSelecdo dos pacientes:
Seriio selecionadas mulheres com diagndstico clinico de prolapso genital estadios Il e IV (grupo caso) e
pacientes com exame ginecologico dos orgdos genitais externos que evidenciem, no maximo, prolapso
genital estadio | (grupo controle) A Sociedade Internacional de Continénca (ICS), a Sociedade Americana
da Uroginecologla e a Sociedade dos Cirurgides Ginecologices propuseram uma nova classilicagio, mais
objetiva, visando uniformizar as descricbes sobre as distopias genitais, Elaboraram o protocolo de
padronizago (Arthanasiou et al., 1995) que, em
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1996, fol adotado e validado formalmante (Bump ot al, 1996), apds estudos mostrarem a capacidade de
realizagho do mélodo, vanabilidade Intra e inter observador @ sua ulllidade clinica,

Grupo Caso - Critérios de inclusfio: 1,Diagnéstico, por exame lisico, de prolapso dos orglios pélvicos nos
estadios Il o IV (POP-Q / ICS). 2. Histérla clinica compativel com pés menopausa (auséncia de Huxo
manstrual ha pelo menos um ano). 3. Auséncia de terapla hormonal hil pelo menos sels meses. Critérios de
ndo-nciusio: 1. Ndo permissio

da paciente em realizar a coleta sanguinea apés lor sido esclarecida sobre o estudo,

Grupo Controle - Critérios de Incluséio: 1. Pacientes com estadiamento de prolapso 0 e | (POP-Q / 1CS). 2.
Histona clinica compativel com pos-menopausa (auséncla de fluxo menstrual ha pelo menos um ano). 3,
Auséncia de terapia hormonal ha pelo menos seis meses. Critérios de nio-inclusdo: 1. Pacientes que
realizaram qualquer tipo de cirurgla vaginal prévia. 2. Niao permissio da paciente em realizar a colota
sanguinea apos ter sido esclarecida sobre o estudo.

O tamanho amostral compds-se de 107 casos @ 209 controles.

Métodos: Coleta de dados: As pacientes se submeterdo 4 anamnese com regisiro do nome, numero do
registro hospitalar, idade, raga, hisioria familiar de distopla genital,

antecedentes obstétricos, idade da menopausa, uso de terapia hormonal, histéria de constipagio Intestinal e
tosse cronica, Todas as mulheres serdo pesadas e medidas para o cdloulo do indice de massa corporea
(MC) e posteriormente submetidas ao exame ginecologico, no qual serd lelto o estadiamento POP-Q para a
quantificagdo do prolapso genital (Bump, 1996). Coleta de material biologico e exiragdo de DNA: Seriio
colhidos 5 ml de sangue venosoe de cada participante, em pungdo periférica de membro superior, utilizando
vacutainer com anticoagulante EDTA, O sangue seréd centrifugado a 2.000 rpm/4'C (Eppendor!
modelo5804R), durante 5 minutos para extragdo da lase leucocitana e, postenormenta, armazenado no
freezer a 80°C negativos até a realizagiio da extragdo do DNA. A extragiio do DNA gendmico serd realizada
apbs o descongelamento da fase leucocitana,

Cortiruagho o Parecer: 854 870

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primérlo; avaliar se os polimorfismos dos genes de blossintese e metabolizagio do coldgeno
(COL1A1,COL1A2, COL3AT, MMP1, MMP3, MMP9, e LOXL1) sdo fatores de risco para o desenvolvimento
de prolapso genital,

Objetivo Secundario: Identificar fatores de risco secundrios para a ocorréncia de prolapso genital.
Avallacdo dos Riscos e Beneficlos:

Riscos: 1. HEMATOMA NO LOCAL DE PUNGAO DA VEIA: OCASIONALMENTE 2. FLEBITE NO LOCAL
DE PUNGAO DA VEIA: RARAMENTE
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Benoticios: NAD HA BENEFICIOS DIRETOS PARA AS PACIENTES do 0studo, uma vz que 05 resuliados
obtidos ndo aletardo a avalagho ou conduta do seu caso em panticular.

Cormnagie & Poww 944 £70

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo clinco transversal do ipo caso-controle, bem delineado, que observoy o cllculo
amosiral para a oblengho do nimero de paricipanies.

Na apresentacdo do projeto hica claro para o relator as caracteristicas da patologia em estudo @ a
mportineia do mesmo,

Os riscos A participante do estudo 550 minkmos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

O TCLE apresentado & do loitura clara, niio deaando dlvidas s mulheres paricipanies do estudo
Recomendagbes:

Nio hi recomendagdes.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Nito ha pendéncias.

Situagio do Parecer:

Agrovado

Necessita Apreciacho da CONEP:

Nio

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O colegado aprova 0 projeto.

SANTO ANDRE, 12 do Margo de 2014

Assinador por:
MARCIA RODRIGUES GARCIA TAMOSAUSKAS
(Coordenador)
Endersa:  Av. Principe de o 21
Bairo. Satn A CEP. 05060450

ur. s» Wuniciplo:  SANTO ANDRE
Telslone: (1145605453 Eenil: copdtmn
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Avaliagdo de polimorfismo do gene da metaloproteinase de matriz 1 (MMP-1)

como fator derisco relacionado ao desenvolvimento de prolapso genital

OBJETIVO:

Estas informacdes estdo sendo fornecidas para a sua participacdo voluntaria
neste estudo, que visa comparar dados clinicos e genéticos de mulheres com prolapso
genital (que é a doenca caracterizada pela exteriorizagdo da bexiga e/ou reto pela
vagina) e mulheres sem a presenca dessa doenca.

PROCEDIMENTOS:

Realiza-se entrevista, com registro dos dados pessoais e clinicos. Sera realizado
exame fisico rotineiramente, como em toda consulta ginecolégica. Em seguida, por
meio de puncado venosa periférica, retira-se 5 mL de sangue para analise genética.

RISCOS:

Os principais riscos relacionados a puncdo venosa sao dor, desconforto ou
hematoma no local, principalmente em pessoas com deficiéncias de coagulacédo, e
ocorréncia de tontura ou desmaio (reflexo vagal) durante o procedimento.

BENEFICIOS PARA A PARTICIPANTE:
N&o ha beneficio direto para a participante, uma vez que os resultados obtidos
nao afetarao a avaliacdo ou conduta do seu caso em particular.

INFORMACOES:

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O investigador principal é o
Dr. Emerson de Oliveira que pode ser encontrado na Faculdade de Medicina do ABC -
FMABC, na Avenida Principe de Gales, 821, secretaria de Ginecologia, Santo André /
SP, telefone 4993-7227. Se tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da FMABC, na Avenida
Principe de Gales 821, Santo André / SP, telefone 49935414.

LIBERDADE:
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E garantida a liberdade para retirada do seu consentimento a qualquer momento,
deixando de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade do seu
tratamento na Institui¢ao.

DIREITO DE CONFIDENCIALIDADE:
As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto e a identificacdo das
pacientes ndo sera divulgada.

TRATAMENTO:

Em caso de dano pessoal, ligado aos procedimentos realizados neste estudo,
com nexo causal comprovado, a participante tera direito a tratamento médico na
instituicdo, bem como as indeniza¢des legalmente estabelecidas.

CUSTOS:

N&o ha despesas pessoais para a participante em qualquer fase do estudo.
Também ndo ha compensacado financeira relacionada a sua participacdo. Se existir
qualguer despesa adicional, ela seréa absorvida pelo orcamento da pesquisa.

RESULTADOS:
Vocé tera direito de saber os resultados tdo logo sejam de conhecimento dos
pesquisadores.

Concordo em participar voluntariamente deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualguer momento, sem prejuizo do meu atendimento médico.

Assinatura da voluntaria / representante legal

Data / /

Declaro que me foi concedido, de forma apropriada e voluntéaria, o consentimento
Livre e Esclarecido desta voluntaria para a participacdo neste estudo.

Assinatura do pesquisador principal

Data / /




