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RESUMO

INTRODUCAO: O prolapso de 6rgéos pélvicos (POP) é uma condigéo ginecoldgica
onde ocorre deslocamentos das visceras pélvica no sentido caudal, em direcdo ao
hiato genital. Os ligamentos e a fascia vaginal sdo muito ricos em colageno tipo | e lll,
e, alteracdes nestas proteinas podem resultar em um desequilibrio entre as forcas
encarregadas de manter os 6rgéos pélvicos em posigcéo. O colageno Il € formado por
trés cadeias tipo alfa 1 que sao codificadas pelo gene COL3A1. Estudos anteriores
encontraram resultados conflitantes a respeito da associagdo de polimorfismos em
COL3A1 ao prolapso de érgaos pélvicos. OBJETIVO: Avaliar polimorfismo de
nucleotideo unico G/A rs 1800255 localizado na regido codificante do colageno tipo
do gene do de COL3A71 como fator de risco relacionado ao desenvolvimento de
prolapso de 6rgaos pélvicos. METODOS: Estudo de coorte retrospectivo de um tnico
centro, incluindo mulheres com diagnéstico clinico de prolapso estadio Ill e IV (grupo
com prolapso de orgaos pélvicos) e estadio prolapso 0 ou | (grupo controle). Dados
sociodemograficos, clinicos e antecedentes obstétricos foram obtidos por entrevista
meédica. O DNA incluindo o polimorfismo rs1800255 foi amplificado pela reagédo em
cadeia da polimerase das células genémicas do sangue e digerido com a enzima de
restricdo Alul para a distingdo das variantes G e A. As variaveis qualitativas foram
comparadas utilizando os testes qui-quadrado e exato de Fisher e o teste t ndo
pareado para variaveis quantitativas. Apés a estratificagdo dos grupos, os fatores de
risco para prolapso de 6rgaos pélvicos foram estimados usando odds ratio (OR) do
modelo de regressé&o logistica binaria. RESULTADOS: Um total de 292 mulheres
foram incluidas, 112 no grupo com prolapso de érgaos pélvicos e 180 no grupo
controle. N&o houve diferenga significativa entre os grupos em relagao a rs1800255.
Idade e parto domiciliar foram os unicos fatores de risco significativos para o prolapso
de 6rgdos pélvicos. CONCLUSAO: O polimorfismo rs1800255 do gene COL3A1 ndo
foi um fator de risco para o prolapso de érgaos pélvicos.

Palavras-chave: Prolapso de Orgéos Pélvicos. Colageno Tipo Ill. Polimorfismo de
Nucleotideo Unico. Polimorfismo de Fragmento de Restri¢cdo.



ABSTRACT

Introdution: The Pelvic Organ Prolapse (POP) is a gynecological condition occurs
where displacements of pelvic viscera in caudal direction, toward the genital hiatus.
The ligaments and fascia vaginal are very rich in collagen type | and Ill, and changes
in these proteins can result in an imbalance between the forces responsible for
maintain the pelvic organs in place. Collagen Ill is composed of three chains, being
three of the type alpha 1 that are encoded by the gene COL3A1. Objective: To evaluate
a single nucleotide polymorphism G/A rs1800255 located in the coding region of Type
[l Collagen gene COL3A1 as a risk factor for pelvic organ prolapse. Study design:
Single-center retrospective cohort study including women with clinical diagnosis of
stage Ill and IV prolapse (POP group) and prolapse stage 0 or | (control group).
Sociodemographic, clinical data and obstetric history were retrieved by physician
interview. DNA including the rs1800255 polymorphism was amplified by polymerase
chain reaction from blood genomic cells and digested with Alul restriction enzyme for
distinction of G and A variants. Qualitative variables were compared using the Chi-
square and Fisher's exact tests and unpaired t-test for quantitative variables. After
stratification of the groups, risk factors for POP were estimated using odds ratios (ORs)
from the binary logistic regression model. Results: A total of 292 women were included,
112 in the POP group and 180 in the control group. There was no significant difference
between groups regarding rs1800255. Age and home birth were the only significant
risk factors for pelvic organ prolapse. Conclusion: Polymorphism rs1800255 from
COL3A1 gene was not a risk factor for pelvic organ prolapse.

Keywords: Pelvic Organ Prolapse. Type Il Collagen. Single Nuceotide
Polymorpshim. Restriction Fragment Length Polymorphism.
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1 INTRODUGAO

O prolapso de orgaos pélvicos (POP) é o deslocamento para a diregao caudal
do utero e/ou compartimentos vaginais que podem ser acompanhados por 6rgaos
vizinhos, como bexiga, reto ou intestino (HAYLEN et al, 2016). POP é uma condigao
comum entre mulheres na pods-menopausa. Os sintomas incluem incontinéncia
urinaria de esforgo, dor vaginal e perineal, queixas sexuais, alteracdo da fungao
intestinal (JELOVSEK et al, 2007), comprometimento da autoimagem e da qualidade
de vida (JELOVSEK et al, 2006; FRITEL et al, 2009). Apesar de nao ser fatal, muitas
mulheres com POP requerem intervengao cirurgica (SMITH et al, 2010). Em relagao
a saude publica, os gastos com cirurgias de POP s&o altos e estdo aumentando
(CHEON et al, 2013).

Os fatores de risco mais consistentes para POP sao alta paridade, parto
vaginal, idade avangada, obesidade e histerectomia prévia (BARBER et al, 2016). No
entanto, o prolapso ndo ocorre na maioria das mulheres com esses fatores de risco
(NYGAARD et al, 2008) e pode afetar mulheres sem eles (GYHAGEN et al, 2018). De
fato, a etiologia dessa doenca é complexa. Entre outros fatores potenciais, ha risco
aumentado em caso de histérico familiar positivo (LINCE et al 2012), reforcando a
importancia de predisposigcdo por fatores hereditarios. Até agora, a maioria das
variagbes genéticas associadas ao POP estédo localizadas em genes que codificam
componentes de fibras do tecido conjuntivo ou enzimas relacionadas a sua sintese e
degradacgao (WARD et al, 2014; CARTWRIGHT et al, 2015). Alteragbes hereditarias
na estrutura ou expressao dessas proteinas podem comprometer as estruturas de
suporte dos 6rgaos pélvicos, acelerando o prolapso.

O colageno tipo | e o tipo lll sdo as fibras estruturais mais importantes dos
tecidos que conectam o utero, a vagina e as paredes laterais pélvicas. Em bidpsias
de mulheres que sofrem de POP, a quantidade de colageno tipo Il € frequentemente
aumentada (LIM et al, 2014). Como o colageno tipo Ill € o primeiro colageno a ser
depositado no processo de cicatrizagao (LIU et al, 1995), sua maior expressdo no POP
pode estar relacionada a traumas locais durante o parto ou episédios de aumento da
presséo intra-abdominal. As fibras do colageno do tipo Ill sdo finas, fracamente
compactadas e mais flexiveis que as fibras do colageno tipo |I. Considerando essas
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diferengcas, mudancgas na relagao tipo Ill / tipo | podem modificar as propriedades
viscoelasticas e a resisténcia das estruturas de suporte do assoalho pélvico.

O colageno tipo Ill € uma proteina fibrosa constituida por trés cadeias a1 (Ill)
idénticas codificadas pelo gene COL3A1 (RICARD-BLUM et al, 2011). Polimorfismos
genéticos no gene COL3A1 que resultam na alteragdo de aminoacidos da cadeia a1
(Ill) podem interferir nas propriedades mecanicas do colageno tipo Il e afetar as
estruturas de suporte no assoalho pélvico. A associacdo de POP com polimorfismos
de nucleotideo unico (SNPs) em COL3A1 foi avaliada por outros estudos (CHEN et
al, 2008; KLUIVERS et al, 2009; JEON et al, 2009; MARTINS et al, 2011; LINCE et
al, 2014; KASYAN et al, 2017). As conclusdes desses estudos sao conflitantes. Duas
metanalises independentes foram realizadas com diferentes abordagens
metodologicas (WARD et al, 2014; CARTWRIGHT et al, 2015), sendo que associagao
significativa com os polimorfismos de COL3A1 foi detectada apenas para o SNP
rs1800255 quando a analise foi baseada na frequéncia gendtipos ou alelos
(CARTWRIGHT et al, 2015). Este polimorfismo é uma variacdo G/A localizada na
posicdo 2209 (exon 30) do gene COL3A1 de acordo com o Single Nucleotide
Polymorphism Database (dbSNP) (SHERRY et al, 2001). O alelo mais comum (alelo
G) codifica a alanina 698 que é substituida por uma treonina no alelo A. Como a
treonina tem uma cadeia lateral maior e mais hidrofilica do que a alanina, esta
substituigdo possivelmente perturba a conformagéo helicoidal tripla do colageno tipo
Il

A identificacdo de variantes genéticas mais ou menos frequentes em mulheres
com POP pode ser a base para um teste precoce de avaliagao de risco da doenca.
Para o polimorfismo genético rs1800255 alguns estudos sugerem sua associagao ao
POP, mas outros ndo encontraram relagdo significativa. Este estudo tem como
objetivo fornecer evidéncias adicionais para avaliar se o polimorfismo rs1800255 pode

ser um fator de risco para o POP.
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1.10bjetivos

1.1.1 Objetivo Primario

Avaliar polimorfismo de nucleotideo unico G/A rs1800255 localizado na regido
codificante do colageno tipo Ill do gene COL3A7 como fator de risco relacionado ao

desenvolvimento de prolapso de érgaos pélvicos.

1.1.2 Objetivo Secundario

Identificar variaveis clinicas como fatores de risco para o desenvolvimento de

prolapso dos orgao peélvicos.

1.2 Justificativa

Atualmente existem cinco estudos sobre a relevancia do rs1800255 como um
fator de risco para POP. Dois estudos nao encontraram relagdo entre o polimorfismo
e 0 POP: LINCE et al, (2014), MARTINS et al, (2011). Os outros trés trabalhos
encontraram associagao significativa CHEN et al, (2008), JEON et al, (2009) e
KASYAN et al, (2017). Em dois casos o gendtipo AA foi mais frequentemente
associado ao grupo POP (CHEN et al, 2008; KASYAN et al, (2017), no outro estudo a
associagao foi com o alelo G (JEON et al, 2009). KLUIVERS et al. (2009) também
estudou a relevancia do rs1800255 mas nesse estudo foram detectados erros de
genotipagem (LINCE et al. 2014).

Observa-se que nao existe consenso entre os autores nos estudos que tentam
associar o polimorfismo de nucleotideo unico G/A rs1800255 como fator de risco para
o POP. No entanto, ha fortes evidéncias que modificagdes qualitativas e quantitativas
do colageno podem ser responsaveis pela falta de suporte do assoalho pélvico.

A identificacdo das variantes genéticas sera util para propor marcadores de
risco clinico, progndstico e a resposta ao tratamento adequado; gerar informagdes que
devem ajudar a explicar a patogenicidade desta doenga complexa; e potencialmente
oferecer novas metas, novos alvos para os medicamentos e estratégias preventivas
(CARTWRIGHT et al. 2015).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1Prolapso de Orgaos Pélvicos

O prolapso de orgaos pélvicos (POP) € um importante problema de Saude
Publica que afeta a vida de milhdes de mulheres adultas. O POP sintomatico esta
presente em pelo menos 3% a 6% das mulheres. Embora o POP raramente apresente
risco de vida, ele esta associado a uma variedade de sintomas de disfuncéo pélvica,
intestinal, incontinéncia urinaria e sexual, levando a uma diminuicdo da qualidade de
vida. Portanto, os profissionais de saude devem avaliar rotineiramente o POP,
especialmente em mulheres com disturbios do assoalho pélvico existentes e em
mulheres mais velhas. O tratamento pode ser conservador com treinamento muscular
pélvico ou pessario. Muitas mulheres optam pela cirurgia e este € um tratamento
efetivo para o POP. As taxas de satisfacédo s&o altas, e as recorréncias recentemente
atualizadas podem aumentar em 5,9% em 5 anos. (WILKINS et al, 2016).

LI et al, (2019) realizou um estudo epidemiolégico do POP em mulheres
chinesas na pés-menopausa, concluindo que o POP sintomatico afeta quase 15% das
mulheres na pos-menopausa na China e que a prevaléncia do POP sintomatico
aumenta significativamente com a idade, indice de massa corporal e paridade.

MASENGA et al, (2018) estudaram a prevaléncia e os riscos para
desenvolvimento do POP entre as mulheres rurais na Tanzania, observaram que POP
€ uma condicdo comum entre essas mulheres, onde 64,6% apresentam POP grau II-
IV e 6,7% POP grave descendo 1 cm ou mais abaixo do himen. Fatores de risco que
encontraram foram a idade avancada, o trabalho pesado, a alta paridade e o parto
domiciliar.

POP é comum em paises de alta renda; no entanto, espera-se que o problema
seja ainda pior em paises de baixa renda, uma vez que as mulheres nesses locais
sao mais propensas ao parto precoce, muitos partos vaginais e envolvimento em
ocupacgdes com trabalho pesado (MEGABIAW et al, 2013). As mulheres que séo
afetadas por POP s&o incomodadas por uma massa protuberante na vagina e relatam
dificuldade em sentar, andar e levantar. Em ambientes de baixa renda, isso pode
afetar a aceitagdo das mulheres como membro da familia e da comunidade (BONETTI

et al, 2004). Devido ao estigma que envolve os disturbios do assoalho pélvico, que é
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pronunciado em paises de baixa renda, as mulheres afetadas pelo POP
frequentemente escondem sua situagdo e ndo procuram ajuda (MASENGA et al,
2018).

O suporte anatdmico das visceras pélvicas é proporcionado principalmente
pelo complexo musculo elevador do anus e pelos anexos do tecido conjuntivo dos
orgaos pélvicos (fascia endopélvica). A interrupgéo ou disfungdo de um ou de ambos
0s componentes pode levar a perda de suporte e, eventualmente, o POP (JELOVSEK
et al, 2007).

A fascia endopélvica é a rede de tecido conjuntivo que envolve todos os 6rgaos
da pelve e os conecta a musculatura de suporte e aos ossos da pelve. Essa rede
mantém a vagina e o utero em sua localizagdo anatdbmica normal e ainda permite a
mobilidade das visceras para permitir o armazenamento de urina e fezes, coito, parto
e defecacdo. A ruptura ou o estiramento desses anexos do tecido conectivo ocorre
durante o parto vaginal ou histerectomia, com esforgo crénico ou com a idade normal.
As evidéncias sugerem que anormalidades no tecido conjuntivo e no reparo do tecido
conjuntivo podem predispor algumas mulheres ao prolapso de 6rgaos pélvicos.
Individuos com prolapso podem ter alteragdo no metabolismo do colageno, incluindo
uma diminui¢do no colageno tipo | e um aumento no colageno tipo Ill. Nao esta claro
se essa alteracdo é uma causa ou efeito do prolapso dos 6rgéos pélvicos. (JELOVSEK
et al, 2007).

A organizagao dos 6rgaos pélvicos em sua posigdo anatdbmica adequada
depende de um sistema complexo de estruturas de suporte que consistem
principalmente de fascias e ligamentos. A funcdo de suporte dessas estruturas é
principalmente dependente da matriz extracelular do tecido conjuntivo. A matriz
extracelular € composta principalmente por colageno, elastina, proteoglicanos e
glicoproteinas, das quais o colageno desempenha um papel importante na fungéo de
suporte (GONG et al, 2019).

2.2Colageno tipo lll e Prolapso de Orgéaos Pélvicos

Os principais subtipos de colageno presentes nas estruturas do assoalho
pélvico feminino sdo o colageno tipo | e o colageno tipo Ill, enquanto o colageno tipo

V esta presente em menor grau. O colageno tipo | afeta a rigidez dos tecidos e o
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colageno tipo lll esta relacionado a elasticidade do tecido, enquanto o papel do
colageno tipo V ainda é desconhecido (GONG et al, 2019).

BRAY et al. (2017) mostrou que a espessura da parede vaginal esta diminuida
em mulheres com prolapso. Isto pode ser devido a redugdes de colageno, elastina e
musculo liso. A morfologia e o conteudo do coldgeno desempenham um papel
importante na manutengao da funcéo de suporte do assoalho pélvico (JACKSON et
al, 1996; KIM et al, 2016).

GONG et al, (2019) observou que estudos mais recentes relataram que tecidos
retirados de ligamentos uterossacros e cardinais de pacientes com POP
apresentavam conteudo reduzido de colageno tipo | e colageno tipo Il (VULIC et al,
2011; HAN et al, 2014; LIU et al, 2017; ZENG et al, 2018; LIN et al., 2007; KIM et al,
2016; LIU et al, 2017), enquanto resultados opostos foram relatados com aumento de
colageno tipo Il (YUCEL et al, 2013; SUN et al, 2016). A analises do tecido vaginal
mostraram aumento na quantidade de colageno tipo Il e diminui¢do na de colageno
tipo I. (YUCEL et al. 2013; VETUSCHI et al, 2016; SUN et al, 2016; ZENG et al, 2017).
KERKHOF et al, (2014) constatou que n&o houve diferengas nos colagenos tipo I, Ill
e IV entre o grupo POP e o grupo controle. Os estudos estam apresentados na
Tabela1.
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Tabela 1 - Alteragdo na quantidade da composigao colageno tipo | e Il em pacientes

com POP
REFERENCIA DETECCAO TECIDOS coLl coLl
EWIES ET AL. 2003 Imuhistoquimica Ligamentos Cardinais ™ N
MOALLI ET AL. 2005 Microscopia Vagina ™ N
Confocal
LIN ET AL. 2007 Imuhistoquimica  Vagina J N
GABRIEL ET AL. 2005 Imuhistoquimica Ligamentos Uterossacros N
ZHOU ET AL. 2012 Western Blot Vagina ™ N
YUCEL ET AL. 2013 Imuhistoquimica Ligamentos Uterossacros Y
KERKHOF ET AL. 2014 Imuhistoquimica  Vagina N N
HAN ET AL 2014 Imuhistoquimica  Ligamentos Cardinais e N) Y
Uterossacros, Tecido
Periuretral
VETUSCHI ET AL. 2016 Imuhistoquimica  Vagina ™ J
KIM ET AL. 2016 Microscopia Vagina NN J
Eletrénica
VULIC ET. 2011 Imuhistoquimica Ligamentos Uterossacros N J
SUN ET AL. 2016 Imuhistoquimica Ligamentos Uterossacros N
LIU ET AL. 2017 Imuhistoquimica  Ligamentos Uterossacros Y
ZENG ET AL. 2017 Imuhistoquimica, Ligamentos Uterossacros J

Microscopia
Eletronica e
Western Blot

e Vagina

Estudos sobre mudancgas na quantidade e proporgdes dos tipos de colageno

produziram dados inconclusivos. Ambos os aumentos e redugdes no conteudo total

de colageno na parede vaginal e pélvica tecidos de suporte do assoalho foram
relatados em pacientes com POP (GONG et al, 2019).
YUCEL et al, (2013) propos a hipétese intrigante de que a hipdxia e o trauma

podem causar a apoptose de células musculares lisas dentro do ligamento

uterossacro, induzindo migragao e proliferagao de fibroblastos, resultando em sintese

e deposito anormal de colageno tipo lll.
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2.3 Polimorfismos Genéticos do Colageno e Prolapso de Orgaos Pélvicos

Ao comparar dois genomas humanos verifica-se identidade da ordem de
99,9%. Os restantes 0,1% de DNA contém variagdes na sequéncia. Essas variagdes
estdo associadas a diversidade da populagdo, ou seja, a individualidade do
organismo. Polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) s&o o tipo mais abundante de
variagédo na sequéncia de DNA no genoma humano. Nos SNPs observa-se a variagéo
de um unico par de base de pessoa para pessoa. Como marcadores genéticos, os
SNPs podem ser usados para seguir os padrdes de heranga das regides
cromossOmicas. Os SNPs podem resultar em sequéncias alteradas de aminoacidos e
funcdo proteica alterada ou ainda variacbes na quantidade da proteina produzida.
Desta forma, os SNPs podem desempenhar papel direto ou indireto no fenétipo dos
organismos, incluindo predisposi¢ao a doengas (BORTOLINI et al, 2016).

A variacdo G/A do gene COL3A7 rs1800255 resulta numa substituigdo de
aminoacido de alanina para treonina na posicao 698 em todas as 3 cadeias da hélice
de colageno do tipo lll. A cadeia lateral da treonina é mais hidrofilica e pode alterar a
estrutura e fungcédo da hélice do colageno. Biologicamente, é plausivel que esse tipo
de variante possa afetar as forgcas de sustentacdo do assoalho pélvico (WARD et al,
2014).

De fato, existem evidéncias que polimorfismos em COL3A1 podem modificar o
risco de mulheres desenvolverem prolapso de érgaos pélvicos. CHEN et al, (2008) e
KLUIVERS et al, (2009) demonstraram que uma das variantes de polimorfismo
rs1800255 localizado no exon 30 deste gene (posicdo 2209) estava mais associado
as mulheres com POP do que com aquelas do grupo controle, em populag¢des
asiaticas e europeias. Este polimorfismo esta localizado perto das varias mutagdes do
gene COL3A171 que resultam na sindrome de Ehlers-Danlos tipo IV onde séao
observadas anormalidades nas artérias, utero, intestinos, pele e valvula mitral (CHOU
et al., 2004).

Outro polimorfismo de COL3A1, localizado por JEON et al. (2008) no exon 31,
posicao 2092, também desperta interesse. Esses autores encontraram significativa
diferenca de frequéncias alélicas entre os pacientes com prolapso de 6rgaos pélvicos
e controles para este polimorfismo. As mulheres com o alelo G apresentaram maior

risco para o desenvolvimento do prolapso de 6rgaos pélvicos do que aqueles com o
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alelo A. Este polimorfismo resulta em mudangas estruturais do colageno devido
substituicdo de alanina por treonina no dominio de tripla hélice da cadeia a-1 do
colageno tipo lll, possivelmente levando a sintese anormal do colageno tipo .

No Brasil, MARTINS et al (2011) estudaram a associagcdo do mesmo
polimorfismo no exon 31 de COL3A71 com a ocorréncia de prolapso de érgaos
pélvicos. O estudo incluiu 209 mulheres com prolapso de 6rgaos pélvicos estadio 0 e
| (grupo controle) e 107 pacientes com prolapso de 6rgdos pélvicos estadio Ill e IV
(grupo caso). Entretanto, os autores ndo encontraram a associagao descrita.

Lince et al, (2014) cocluiram que associagao estatisticamente significativa
relatada anteriormente entre o polimorfismo rs1800255 em KLUIVERS et al, (2009)
nao foi confirmada em um novo estudo com ferramentas de medigdo mais precisas
para validagao do estudo anterior.

WARD et al. (2014) realizaram a metanalise sugerindo que o gendétipo AA do
gene COL3A1 rs1800255 esta associado a POP, em comparagdo ao gendtipo de
referéncia GG em popula¢des de mulheres asiaticas e holandesas.

CARTWRIGHT et al. (2015) fizeram uma metaanalise de varios estudos de
polimorfismos genéticos e prolapso, incluindo os dois estudos mencionados sobre o
polimorfismo do exon 31 de COL3A1. Neste caso, o resultado combinado nao foi
significativo e apresentou alta heterogeneidade.

KASYAN et al. (2017) estudaram a associagdo do polimorfismo do gene
1800255 COL3A1 com o desenvolvimento de POP e incontinéncia urinaria em
mulheres. O grupo de estudo foi composto por 52 pacientes com POP e incontinéncia
urinaria de esforgo. O grupo controle incluiu 21 pacientes sem disfungao do assoalho
pélvico. Concluindo que existe uma associacdo entre este polimorfismo e a

incontinéncia urinaria e o POP em mulheres.
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3 METODOS

3.1Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo de um unico centro de pacientes
realizado entre 2014 e 2016 com a participagédo da Secao de Uroginecologia e Cirurgia
Vaginal do Departamento de Obstetricia e Ginecologia da Faculdade de Medicina do
ABC (FMABC) em Santo André, Sao Paulo, Brasil. O estudo observou as diretrizes
eticas do Conselho Nacional de Saude e seguiu os principios da Declaragado de
Helsinque. Foi previamente avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da FMABC (processo numero 554.670 / 2014). Todos os pacientes foram informados

sobre o estudo e assinaram um termo de consentimento para participar.

3.2Casuistica

Mulheres com historia clinica compativel com pos-menopausa (sem
menstruagao ha pelo menos um ano). POP foi determinado por exame ginecologico,
seguindo a classificagao proposta pela Sociedade Internacional de Continéncia (ICS),
Sociedade Americana de Uroginecologia (ASUG) e da Sociedade de Cirurgides
Ginecolodgicos (SGS) (BUMP et al, 1996). Mulheres com diagnostico clinico de
prolapso estadio Il e IV foram incluidas no grupo POP. O grupo controle foi composto
por mulheres com estagio de prolapso 0 ou I. Os critérios para a n&o inclusao foram
recusa a coleta de sangue e historico de qualquer tipo de cirurgia prévia para corregao
de POP.

Peso e altura foram medidos para calcular o indice de massa corporal (IMC).
Dados sociodemograficos e clinicos (historia familiar de distopia genital, historia
obstétrica, idade da menopausa, uso prévio de terapia hormonal, histéria de
constipacdo, tosse cronica e doengas cronicas) foram recuperados por entrevista

médica.
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3.3Analise genética

As analises genéticas foram conduzidas no laboratério de Biologia Molecular
da FMABC.

3.3.1 Equipamentos
¢ Agitador de tubos tipo Vortex (Splabor)

¢ Centrifuga a vacuo (SpeedVac)

¢ Centrifuga clinica (Fanem)

e Deionizador (Splabor)

e Espectrofotdmetro Nano Vue Plus (GE Healthcare)
e Microcentrifuga (Quimis)

e Micropipetadores automaticas

e Termociclador (Eppendorf)

e Transiluminador UV

3.3.2 Coleta e processamento do sangue

As amostras de sangue sao coletadas em tubo Vacutainer contendo EDTA
como anticoagulante e armazenadas a 4°C por até 24h. Para a extracdo de DNA, o
sangue foi centrifugado a 2.500 rpm durante 10 minutos. Os tubos foram retirados
cuidadosamente para ndao misturar as duas fases formadas: fase superior com o
plasma e fase inferior rica em hemacias. Na interface observa-se uma nevoa branca
onde se concentram os leucocitos. A fase superior (plasma) era descartada e uma
aliquota de 0,3 ml da interface rica em leucocitos é transferida para novo tubo. Esta

aliquota é armazenada a -20°C até a extracdo de DNA.
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3.3.3 Extracdo de DNA

Para a extragdo de DNA gendmico foi utilizado o kit de reagentes illustra blood
genomicPrep Mini spin (GE Healthcare), seguindo as orientagdes do fornecedor
descritas resumidamente a seguir. A aliquota de 300 pL de sangue enriquecido de
leucdcitos adiciona-se 20 pL de solugdo de proteinase K e 400 uL de tampao de lise
tipo 10 (incluindo sal caotropico) e agitou-se o tubo vigorosamente. O tubo foi mantido
a temperatura ambiente por 10 minutos sendo em seguida agitado novamente. O
lisado foi transferido entdo para coluna de silica montada em tubo coletor, e
centrifugado a 11.000 rpm por 1 min. O DNA ficou retido na coluna e o filtrado foi
descartado. Efetuou-se a lavagem da coluna pela adigdo de 500 uL de tampé&o de lise
tipo 10 seguida por centrifugagédo a 11.000 rpm por 1min. O filtrado foi descartado. Foi
seguida uma nova lavagem da coluna, desta vez com 500 uL de tampao de lavagem
tipo 6, centrifugado por 3 min a 11.000 rpm. O tampao de lavagem tipo 6 apresenta
alcool em sua composig¢ao, para que os residuos de liquido na coluna evaporem e
esta fique seca. A coluna foi transferida para um tubo de microcentrifuga novo.
Adiciona-se 200 uL de tampao de eluicéo tipo 5 pré-aquecido até 70 °C diretamente
ao centro da coluna, foi mantido a solugdo em contato com a coluna por 1 min. A
coluna foi entdo centrifugada por 1 min a 11.000 rpm e o DNA ser recuperado no
filtrado. A preparacédo de DNA obtida foi transferida para novo tubo de microcentrifuga,
quantificada em espectrofotobmetro Nano Vue Plus (GE Healthcare) e armazenada a -
20 °C.

3.3.4 Determinagao do polimorfismo rs1800255

A genotipagem do polimorfismo rs1800255 foi realizada pela Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) seguida de Polimorfismo no Comprimento do Fragmento
de Restricdo (PCR-RFLP). Um fragmento de 294 pb do gene COL3A1 foi amplificado
por PCR com primers propostos por ZAFARULLAH et al, 1990: 5' AAG TAT ACA AAT
TTC TAG ATT G 3' (sense) e 5' ATA AAT GAT CAG AAG GAA ATC A 3’ (anti-sense).
A reacdo de amplificagcdo foi realizada em 20 yL de PCR Master Mix (Promega)
contendo aproximadamente 100 ng de DNA gendmico e 1,0 uM de primers utilizando

um termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf). O protocolo de temperatura foi:
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incubacéo inicial a 94 ° C por 3 min seguido por 30 ciclos de trés temperaturas (94 °
Cpor30s,50°Cpor30s,72°C por60 s)e incubagao final a 72 ° C por 10 min. Os
produtos de amplificagao foram digeridos com 1 U de enzima Alul (Thermo Scientific)
a 37° C durante 16 h. Para o alelo G, existem dois sitios Alul e o tratamento com esta
enzima resulta em trés fragmentos de 113, 95 e 86 pb. Para o alelo A, um dos locais
Alul esta ausente e a digestdo produz apenas dois fragmentos de restricdo de 208 e
86 pb. Os fragmentos de restrio foram separados em electroforese em gel de agarose
a 2,0% e visualizados com colorao com brometo de etidio. Os tamanhos esperados
para homozigoto GG sao 113, 95 e 86 pb; para GA heterozigoto 208, 113, 95 e 86 pb;
e para AA homozigoto 208 e 86 pb. Uma imagem representativa da analise por PCR-

RFLP é mostrada na Figura 1.

Figura 1 - PCR-RFLP analise do polimorfismo rs1800255 do gene COL3A1
em eletroforese em gel de agarose a 2,0%

157 158 161 162 163 MM (bp)

208 bp - :%gg
- 150
113 bp -
86/95 bp - - 100
-50

Pacientes 157, 158 e 161: gendtipo G / A heterozigético. Paciente 162: genétipo homozigético G / G.
Paciente 163: gendtipo A / A homozigético. MM: Marcadores Moleculares, pb: pares de bases.

3.4 Analise Estatistica

A normalidade dos dados quantitativos foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk.
As variaveis qualitativas foram comparadas pelos testes qui-quadrado e exato de
Fisher. Um teste t de Student ndo pareado foi usado para comparar as variaveis

quantitativas. O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado pelo teste do
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qui-quadrado. Apos a estratificagdo dos grupos, estimou-se a influéncia das
caracteristicas clinicas sobre o risco de POP por meio de odds ratios (ORs) obtidos a
partir do modelo de regressao logistica binaria. Os dados foram analisados utilizando
o programa GraphPad Prism 6 e o programa SPSS versao 23. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p <0,05), e o intervalo de confianga adotado foi de 95% (IC95%).
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4 RESULTADOS

Um total de 292 mulheres foram incluidas, 112 no grupo POP e 180 no grupo
controle. As caracteristicas dos participantes sao apresentadas na Tabela 2. As
mulheres do grupo POP eram mais idosas mas homogéneas para o IMC, etnia, inicio
da menopausa, uso de terapia hormonal, condi¢des para aumento da pressao intra-
abdominal, tabagismo e doengas crbnicas. Em relacdo a historia obstétrica, as
mulheres com POP tiveram mais gestagdes, filhos maiores, mais partos vaginais e
maior taxa de partos em casa. A frequéncia de episiotomia, cesariana e analgesia no
parto e o peso médio do maior recém-nascido n&o foram diferentes entre os grupos.

A genotipagem do polimorfismo rs1800255 no gene COL3A1 nao foi possivel
para duas mulheres, uma de cada grupo. A frequéncia dos alelos G e A foi,
respectivamente, 74,5% e 25,5%. A prevaléncia observada para gendtipos foi de
54,8% para GG, 39,3% para GA e 5,9% para AA. As frequéncias dos genotipos estam
no equilibrio de Hardy-Weinberg (p = 0,561). O grupo POP e controle também atendeu
aos critérios de Hardy-Weinberg (p = 0,299 e 0,944, respectivamente). Nao houve
diferencga significativa entre as mulheres com POP e controles em relagdo ao SNP
rs1800255 (Tabela 3), considerando a distribuigdo dos trés genadtipos possiveis ou GG
em comparacédo com GA e AA juntos.



Tabela 2 - Caracteristicas dos grupos POP e controle
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GRUPO GRUPO
VARIAVEIS POP CONTROLE o]
(N=112) (N =180)
|dade 68.4+0.92 57.8+0.70 <0,0001¢
Etinia® Branco 69,9% 64,8% 0.422¢
N&o branco 30,1% 35,2%

Informacao clinica
IMC (kg/m?)? 28.8+047 289+060 0,874°
Idade da Menopausa (anos)? 48.8+0.64 46.6+0.68 0,074
Terapia hormonalP® 10,7% 18,1% 0,09¢
Histerectomia prévia® 15,2% 15,6% >0,999¢
Tabagismo 13,1% 20,1% 0,15¢
Hipertensao arterial® 57,8% 49,4% 0,186¢
Diabetes mellitus® 24,5% 23,7% 0,888¢
DislipidemiaP 25,4% 24, 7% 0,889¢
Tosse cronicaP® 1,8% 6,8% 0,08¢
Constipagao® 14,3% 10,4% 0,35¢
Atividades com esforgo fisico

22,5% 14,1% 0,077¢

exagerado®

Historia obstétrica
Gestagao® 4 (1-24) 3(0-16) <0,0001¢
Paridade® 4 (1-16) 3(0-15) <0,0001¢
Parto vaginal® 3(0-16) 2(0-15) <0,00014
Cesariana® 0(0-1) 0(0-23) 0,377¢
Peso do maior recém-nascido (g)? 3,516 £+221 3,059+218 0,147
Episiotomia® 8,3% 9,2% >0,999¢
Analgesia de parto® 3,7% 4,8% 0,768¢°
Parto domiciliar® 25,9% 3,05% <0,0001¢

Dados apresentados como: 2 Média; ® Porcentagem; ¢ Mediana.

Testes: d Teste T de Student; © Teste Exato de Fisher.
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Tabela 3 - Distribuicdo dos gendétipos SNP rs1800255 nos grupos POP e

controle
. GRUPO POP GRUPO CONTROLE
GENOTIPOS p

(N=111) (N=179)

GG 60 (54.1%) 99 (55.3%)
GA 46 (41.4%) 68 (38.0%) 0.6722

AA 05 (4.5%) 12 (6.7%)

GG 60 (54.1%) 99 (55.3%)
0.834P

GA + AA 51 (45.9%) 80 (44.7%)

Testes: @2 Teste do Qui Quadrado; ® Teste Exato de Fisher

A regressdo logistica dos fatores encontrou dois riscos significativos
independentes para POP nessa populagao (Tabela 4): idade acima de 51 anos (OR
ajustado = 11,89) e parto domiciliar (OR ajustado = 9,65). ApOs o ajuste para
covariaveis, mais de trés gestagdes, mais de trés partos vaginais e maior paridade

(23) n&o foram fatores de risco.

Tabela 4 - Regressao logistica de fatores de risco independentes para POP

Variaveis OR (IC) p OR Ajustado (IC) p
ldade > 51 15.57 (4.73-51.2)  <0.0001 11.89 (3.53 — 40) <0.0001
Gestagodes > 0.656 (0.283 —

2.02 (1.24 - 3.28) 0.004 0.325
3 1.51)
Parto Vaginal

) 3.12(1.86-5.23)  <0.0001  1.91(0.7 - 5.22) 0.202
>

Paridade > 3 2.64 (1.62-4.31) <0.0001 2.01 (0.665-6.1) 0.216
Parto

o 11.1 (4.14 - 29.7) <0.0001 9.645(3.35-27.7) <0.0001
Domiciliar

IC: intervalo de confianga
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, 112 mulheres com POP avangado (estadios Il ou IV) foram
comparadas a 180 mulheres com minimo ou sem prolapso (estadios | ou 0). O
polimorfismo rs1800255 no gene COL3A1 foi investigado entre os participantes, e
nenhum genotipo (ou genaotipo) foi mais frequentemente associado a um dos grupos.
Portanto, o SNP rs1800255 nao foi um fator de risco para o prolapso. Os unicos fatores
de risco independentes observados foram idade avangada e parto domiciliar.

A idade avangada € um fator de risco bem estabelecido para o POP. A maioria
dos artigos abordando a etiologia multifatorial desta doenga encontra maior
prevaléncia a medida que a idade aumenta em mulheres adultas (VERGELDT et al,
2015). Por outro lado, o parto domiciliar pode ser um risco razoavel, mas
negligenciado, para o POP. Em regi6es de baixa renda, o parto domiciliar pode ndo
ser uma questao de escolha, mas apenas a falta de acesso a um centro de saude
apropriado (BOHREN et al, 2014). Nesse caso, o parto sem assisténcia adequada e
infraestrutura deficiente pode resultar em trabalho de parto prolongado e supostos
traumas obstétricos que tém sido relacionados ao POP. A frequéncia de partos no
ambiente domiciliar pode ser muito alta em regides com cuidados obstétricos limitados
(MEGABIAW et al, 2013). Um estudo recente descobriu que o parto em casa nessas
condi¢gdes aumentava o risco de POP grave 2,5 vezes (MASENGA et al, 2018).

Em relagdo ao polimorfismo rs1800255 no gene COL3A1, anteriormente trés
grupos independentes observaram relagdo com POP (CHEN et al, 2008; KLUIVERS
et al, 2009; KASYAN et al, 2017). No entanto, conclusbes de um desses estudos
KLUIVERS et al, 2009 foram abandonadas pelos pesquisadores por causa de erros
na genotipagem (LINCE et al, 2014). Em seu artigo seguinte, usando uma técnica
genética mais precisa e analisando uma populagdo maior, nenhuma associagcéo de
rs1800255 e POP foi detectada (LINCE et al, 2014). Este resultado é consistente com
os resultados apresentados aqui em relacdo ao polimorfismo COL3A1 e POP, mas
estd em oposicao aos outros dois estudos (CHEN et al, 2008; KASYAN et al, 2017).
Ainda ndo ha consenso sobre esse assunto.

Considerando a importancia do colageno tipo Ill em POP (LIM et al, 2014),

outros grupos pesquisaram correlagdes desta doenga com as variantes do COL3A1.
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Dois estudos JEON et al, 2009 e MARTINS et al, 2011, avaliaram um SNP localizado
no exon 31. Nesses artigos, esse polimorfismo é descrito como uma variante G/A que
interrompe um sitio de restricao Alul, exatamente como rs1800255. Por outro lado, o
rs1800255 é relatado como estando em uma posicao diferente, no exon 30. A analise
cuidadosa de todos os primers usados nos estudos mencionados revelou que ambos
os polimorfismos sdo de fato os mesmos, como mostrado na Figura 2. O mal-
entendido deve ter vindo de dois sistemas de numeragéo diferentes para o COL3A1.
No Human Collagen Mutation Database (DALGLEISH et al, 1998), o quarto exon de
COL3A1 é referido como exon 4/5 por causa de sua relagao filogenética com ambos
os exons 4 e 5 de dois outros genes da familia (COL1A1 e COL1A2) (VALKKILA et al,
2001). Usando essa notagéo, o proximo exon (quinto) € numerado no exon 6 e assim
por diante. Por esta razdo, o trigésimo éxon, onde rs1800255 esta localizado, foi
referido como exon 31 por (JEON et al, 2009) e (MARTINS et al, 2011). Outros estudos
utilizaram o sistema Genbank e dbSNP, onde os exons sdo simplesmente numerados
sucessivamente, sem designacao especial. Neste sistema de numeragao, adotado por
CHEN et al, 2008, LINCE et al, 2014 e TEIXEIRA et al. 2019 (este estudo), rs1800255

esta no exon 30.
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Figura 2 - Sequéncia parcial do gene COL3A1, compreendendo os exons 30 e
31 (caixas cinza) e SNP rs1800255 (estrela)

24721 ccaagtttta ttttagacac tcttttaagc ttctagttcc cacccagctg ttcaactatt

24781 tttaagtata caaatttcta gattgttcac aatataataa

24841 tgatgcaagt taaggtgett tgttttttgggttgt

24901 tttttgtcac agggtgatge tggtgcccet ggtgaacgtg
24961 gccccaggac agaggtyyg gtccc cctggtcecg
25021 cagcattcca ttcacctagg tttaaaaaat gcatttgatt

25081 ttctcactta ttttcagggt gctgctggtc ctectgggec

25141 ctggtctgca aggaatgcct ggagaaagag gaggtcttgg
L]

25201 acaaggtgtt gacttgtttt ctcttaattg ttcaataaat

cctagtggce

ctaatatggt

gacctectgg

aaggaggaaa

tcecttetgat

acctggtgcet

aagtcctggt

tgattcaaaa

tatttacata

attggcaggg

ggtaactcca

catttattat

gctggtacte

ccaaagggtg

cagtcattgt

aggttttaaa

EXON 30

EXON 31

A numeracgao de nucleotideos é de acordo com a NCBI Reference Sequence NC_000002.12. Os

locais de restrigdo Alul sdo destacados em caixas brancas. Os primers de PCR publicados sao

mostrados por setas coloridas: JEON et al, 2008 , este estudo - laranja; CHEN et al, 2008 - azul;
MARTINS et al, 2011 - vermelho; KLUIVERS et al, 2009, LINCE et al, 2014 - verde.

Superando a confusdo com numeragao do exon, os seis estudos permanecem

validos (Tabela 5) e a relevancia de rs1800255 como um fator de risco para POP ainda

é inconclusiva. Trés estudos ndo suportam essa relagcdo: LINCE et al, (2014),
MARTINS et al, (2011) e TEIXEIRA et al. 2019 (este estudo). Os outros trés trabalhos
encontraram associacao significativa CHEN et al, (2008), Jeon et al, (2009) e KASYAN
et al, (2017), porém os resultados n&o foram homogéneos. Em dois casos o gendtipo
AA foi mais frequentemente associado ao grupo POP (CHEN et al, 2008; KASYAN et

al, (2017), no outro estudo a associagao foi com o alelo G (JEON et al, 2009). A

heterogeneidade entre os estudos, como diferengcas no histérico genético dos

participantes e diferencas nos critérios de selecao, pode levar a resultados distintos.

Novos estudos sdo necessarios para esclarecer a importancia do polimorfismo

rs1800255 do COL3A1 no contexto do POP.
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Tabela 5 - Revisao de estudos de associagao entre POP e SNP rs1800255

Associagao com

Referéncia* Caso/Controle Populagao
POP
MARTINS et al. 2011 107/209 Brasileira Nao significativo
LINCE et al. 2014 272/82 Holandesa N&o significativo
TEIXEIRA et al. 2019
111/179 Brasileira N&o significativo
(Este estudo)
Significativo
CHEN et al. 2008 84/147 Taiwanés
(Gendtipo AA)
Significativo
KASYAN et al. 2017 21/52 Russa
(Gendtipo AA)
Significativo
JEON et al. 2008 36/36 Coreana
(Alelo G)

* KLUIVERS et al. 2009 néo foi incluido devido a erros na genotipagem, conforme relatado em LINCE
et al. 2014.

As limitacbes deste estudo estdo relacionadas a sua escala limitada. Os
pacientes vém de um unico centro, a amostra nao é tdo grande para uma avaliagao
genética (apesar de maior do que muitas outras analises de SNP publicadas sobre
POP) e a metodologia de genotipagem (PCR-RFLP) é trabalhosa, demorada e nao

automatizada.
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6 CONCLUSAO

Nenhuma associagao foi encontrada entre o polimorfismo rs1800255 do gene
COL3A1 e POP. Os unicos fatores de risco identificados para POP foram idade

avancada e parto domiciliar.
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Apresentacao do Projeto:

Define-se, como prolapso genital, o deslocamento das visceras pélvicas no sentido caudal, em diregdo ao
hiato genital. Decorre do desequilibrio entre as forgas encarregadas de manter os 6rgéos pélvicos em sua
posicao normal, e aquelas que tendem a impeli-los para fora da pelve. O prolapso genital € entidade
complexa, com etiologia multifatorial e varios fatores predisponentes que incluem gravidez, partos vaginais,
idade avangada, variacao de estrutura esquelética, comprometimento neuromuscular, fatores congénitos,
fatores genéticos, raciais, indice de massa corpérea e doengas do tecido conectivo. A deficiéncia
estrogénica e o proprio envelhecimento constituem fatores causais importantes relacionados ao relaxamento
das estruturas do assoalho pélvico associado e a atrofia genital pés-menopausa. Além disso, ainda
associado & idade, existe a perda gradual da lordose lombar e a acentuagéo da cifose torécica, o que gera o
redirecionando das forgas intra-abdominais para o assoalho pélvico, e, assim, predispor ao prolapso. Os
aumentos cronicos da pressao intra-abdominal, causados por obesidade ou por doengas respiratorias
associadas a tosse, sdo também relacionados como importantes fatores na génese do prolapso genital
(Bump, Norton, 1998). Mant et al (1997) em estudo com 17032 mulheres com

Endereco: Av. Principe de Gales, 821

Bairro: Santo André CEP: (9.060-650
UF: SP Municipio: SANTO ANDRE
Telefone: (11)4993-5453 E-mail: cep@fmabc.br

Pagina 01 de 05




40

FUNDAGAO DO ABC - FMABC gwﬂl"

Continuagao do Parecer: 554.670

prolapso genital, concluiram que dentre os fatores de risco, a paridade foi o que mais fortemente se
associou com a doenga. E muito raro em jovens e nuliparas concorrendo com apenas 2% dos prolapsos
genitais sintomaticos. Estima-se que 50% das mulheres multiparas apresentem algum grau de prolapso
genital, e dessas 10-20% sao 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, Sartori et al, em 1993, também observaram aumento da incidéncia com a idade. O
pico situa-se entre 60 e 69 anos, e ha aumento progressivo na idade média, consoante o grau de prolapse
genital. De acordo com estes autores, encontravam-se na pos-menopausa 74,2% das pacientes, e na
menacme 25,8%, sugerindo a associagao do hipoestrogenismo com a doenga. O prolapso pélvico feminino
incluiu o prolapso de parede vaginal anterior, prolapse da cdpula vaginal ou uterino e o prolapso de parede
vaginal posterior. A prevaléncia de prolapso de parede vaginal posterior & variavel e depende da populagao
estudada, podendo chegar a 12% em pacientes com Incontinéncia urinéria de esforgo, enquanto o prolapso
de parede vaginal anterior pode incidir 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 raramente se desloca
sozinho, sendo acompanhado de outras estruturas pélvicas, como vagina, reto, bexiga, uretra, ureter,
fascias e pediculos neurovasculares. Estima-se que em 2050, o Brasil contard com aproximadamente nove
milhdes de mulheres com 80 ou mais anos. Frente ac envelhecimento da populagéo, a grande morbidade
proporcionada pelo prolapso genital e aos elevados custos do tratamento, pode-se concluir que estamos
frente a um importante problema de saude pdblica. Mulheres com doengas do tecido conectivo, como a
sindrome de Marfan ou Ehlers-Danlos tém altas taxas dessa doenca. Os ligamentos e a fascia vaginal tém
predominio de colageno tipo | e Ill, que permitem a acomodagaoc das estruturas em casos repentinos de
aumento da pressao abdominal e a passagem de um feto, por exemplo.

Os polimorfismos sdo marcadores genéticos que ocorrem guando um locus tem dois ou mais alelos, cujas
frequéncias excedem a 1% na populagao. O polimorfismo de nucleotideo unico € um local no DNA em que
um Unico par de bases varia de pessoa para pessoa, em uma determinada populagdo. Acredita-se que na
espécie humana exista mais de um milhao de polimorfismos, e destes, cerca de 30.000 apresentam
manifestagdes fenotipicas

com significancia clinica. O colageno | constitui um dos componentes do tecido conjuntivo mais relacionado,
nos estudos, a Incontinéncia urinaria e prolapso genital. Esta proteina é constituida por trés cadeias
peptidicas: duas *1() e uma *2(), (x1()2+2()), sintetizadas pelos genes COL1A1 e COL1A2,
respectivamente. Trabalhos tém demonsirado que o polimorfismo de base Unica (SNP) GT
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localizado no sitio Sp1 no primeiro intron do gene COL1A1 (rs1800012) afeta a regulagao da transcrigdo do
colageno. Mutagbes que afetam o gene COL1A2 reduzem a biossintese do colageno tipo |. Entretanto, o
quadro clinico dos pacientes é bastante diverso. O colageno tipo lll forma fibras menores e finas,
responsaveis pela flexibilidade e distensibilidade do tecido. E encontrado em pele, aorta, pulmdes, Utero,
fascias e ligamentos. E uma proteina heterotrimérica composta de duas

cadeias -1 e uma cadeia +-2. Essas cadeias tém estrutura espacial semelhante, mas séo codificadas por
diferentes genes. O gene que codifica a cadeia + -1 é chamado de COL3A1 e se localiza no cromossomo
2g24.3-g31, devendo estar rigidamente coordenado e regulado para formar uma proteina com estrutura
correta. Recentemente alguns trabalhos tém tentado relacionar o polimorfismo desse gene com prolapso
genital. As metaloproteinases (MMPs) sdao uma familia de enzimas proteoliticas que degradam os
componentes da matriz extracelular como o colageno, a gelatina e a elastina. As MMPs dos vertebrados
atuam em diversos substratos, sendo capazes de degradar virtualmente todos os componentes da matriz
extracelular. A MMP-1 desempenha um importante papel na degradagéo do colageno do tipo |, ao passo
que a MMP-3 é capaz de ativar outras MMPs, incluindo MMP-1. Posto isso, é plausivel acreditar que a
hiperexpressao dessas enzimas poderia, em parte, explicar a maior susceptibilidade para o desenvolvimento
de prolapso genital. LOX é tradicionalmente reconhecida por exercer a fungao de catalisar as interligagdes
cruzadas derivadas de lisinas e hidroxilisinas nas fibras de colageno, e de lisinas nas fibras de elastina.
Disfungdes no gene da LOX levam & redugao nas interligagdes das fibras, sugerindo a participagao da
enzima no processo de maturagéo e estabilizagao das fibras de colageno e

elastina. A identificagéo precisa das pacientes com risco aumentado para desenvolver prolapsos genitais
seria revolucionaria no sentido preventivo e no tratamento da doenga. ) autor propde-se a avaliar se os
polimorfismos dos genes de biossintese e metabolizagao do colageno (COL1A1, COL1A2, COL3A1, MMP1,
MMP3, MMP9, e LOXL1) s&o fatores de risco para o desenvolvimento de prolapso genital.

Desenho do estudo: Trata-se de Estudo clinico transversal do tipo caso-controleSelecao dos pacientes:

Seréo selecionadas mulheres com diagnoéstico clinico de prolapso genital estadios Il e IV (grupo caso) e
pacientes com exame ginecoldgico dos orgdos genitais externos que evidenciem, no maximo, prolapso
genital estadio | (grupo controle).A Sociedade Internacional de Continéncia (ICS), a Sociedade Americana
de Uroginecologia e a Sociedade dos Cirurgides Ginecologicos propuseram uma nova classificagao, mais
objetiva, visando uniformizar as descrigfes sobre as distopias genitais. Elaboraram o protocolo de
padronizagac (Arthanasiou et al., 1995) que, em
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1996, foi adotado e validado formalmente (Bump et al. 1996), apds estudos mostrarem a capacidade de
realizagdo do metodo, variabilidade intra e inter observador e sua utilidade clinica.

Grupo Caso - Critérios de inclusao: 1.Diagnéstico, por exame fisico, de prolapso dos 6rgaos pelvicos nos
estadios Ill e IV (POP-Q / ICS). 2. Historia clinica compativel com p6és menopausa (auséncia de fluxo
menstrual ha pelo menos um ano). 3. Auséncia de terapia hormonal ha pelo menos seis meses. Critérios de
nao-inclusdo: 1. Nao permissao

da paciente em realizar a coleta sanguinea apés ter sido esclarecida sobre o estudo.

Grupo Controle - Criterios de inclus&o: 1. Pacientes com estadiamento de prolapso 0 e | (POP-Q/ICS). 2.
Histéria clinica compativel com p6s-menopausa (auséncia de fluxo menstrual ha pelo menos um ano). 3.
Auséncia de terapia hormonal ha pelo menos seis meses. Critérios de nao-inclusao: 1. Pacientes que
realizaram qualquer tipo de cirurgia vaginal prévia. 2. Nao permissao da paciente em realizar a coleta
sanguinea apos ter sido esclarecida sobre o estudo.

O tamanho amostral compés-se de 107 casos e 209 controles.

Métodos: Coleta de dados: As pacientes se submeterdao a anamnese com registro do nome, niamero do
registro hospitalar, idade, raga, histéria familiar de distopia genital,

antecedentes obstétricos, idade da menopausa, uso de terapia hormonal, histéria de constipag&o intestinal e
tosse cronica. Todas as mulheres serdo pesadas e medidas para o calculo do indice de massa corpérea
(IMC) e posteriormente submetidas ao exame ginecoldgico, no qual serd feito o estadiamento POP-Q para a
quantificagao do prolapso genital (Bump, 1996). Coleta de material biologico e extragao de DNA: Serao
colhidos 5 ml de sangue venoso de cada participante, em pungao periférica de membro superior, utilizando
vacutainer com anticoagulante EDTA. O sangue sera centrifugado a 2.000 rpm/4°C (Eppendorf
modelo5804R), durante 5 minutos para extragdo da fase leucocitaria e, posteriormente, armazenado no
freezer a 80°C negativos até a realizagao da extragao do DNA. A extragdo do DNA gendémico sera realizada
apo6s o descongelamento da fase leucocitaria.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: avaliar se os polimorfismos dos genes de biossintese e metabolizagao do colageno
(COL1A1,COL1A2, COL3A1, MMP1, MMP3, MMP9, e LOXL1) sao fatores de risco para o desenvolvimento
de prolapso genital.

Objetivo Secundario: Identificar fatores de risco secundarios para a ocorréncia de prolapso genital.
Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: 1. HEMATOMA NO LOCAL DE PUNGAO DA VEIA: OCASIONALMENTE 2. FLEBITE NO LOCAL
DE PUNGAO DA VEIA: RARAMENTE
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Beneficios: NAO HA BENEFICIOS DIRETOS PARA AS PACIENTES do estudo, uma vez que os resultados
obtidos néo afetardo a avaliagao ou conduta do seu caso em particular.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo clinico transversal do tipe caso-controle, bem delineado, que observou o célculo
amostral para a obtengdo do numero de participantes.

Na apresentacao do projeto fica claro para o relator as caracteristicas da patologia em estudo e a
importancia do mesmo.

Os riscos a participante do estudo s&o minimos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

O TCLE apresentado € de leitura clara, ndo deixando duvidas as mulheres participantes do estudo.

Recomendacoes:
Nao ha recomendagoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Né&o ha pendéncias.

Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
O colegiado aprova o projeto.

SANTO ANDRE, 12 de Margo de 2014

Assinador por:
MARCIA RODRIGUES GARCIA TAMOSAUSKAS

(Coordenador)
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23/104/2019 Email — Ricardo Souto — Outlook

IUJO: Your manuscript entitled POLYMORPHISM rs1800255 FROM COL3A1 GENE
AND THE RISK FOR PELVIC ORGAN PROLAPSE

em.iujo.0.626ef4.58e65f21 @editorialmanager.com

em nome de

International Urogynecology Journal - Editorial Office <em@editorialmanager.com>

Seg, 08/04/2019 06:01

Para: Ricardo Souto <ricardo.souto@fmabc.br>

Ref.: Ms. No. IUJO-D-19-00073R1

POLYMORPHISM rs1800255 FROM COL3A1 GENE AND THE RISK FOR PELVIC ORGAN PROLAPSE
International Urogynecology Journal

Dear Dr. Souto,

I am pleased to inform you that your work has now been accepted for publication in International
Urogynecology Journal.

Thank you for submitting your work to this journal.
With kind regards

Rufus Cartwright, MD(res) MRCOG PhD
International Urogynecology Journal

Recipients of this email are registered users within the Editorial Manager database for this journal.
We will keep your information on file to use in the process of submitting, evaluating and publishing a
manuscript. For more information on how we use your personal details please see our privacy policy
at https://www.springernature.com/production-privacy-policy. If you no longer wish to receive

messages from this journal or you have questions regarding database management, please contact
the Publication Office at the link below.

In compliance with data protection regulations, you may request that we remove your personal
registration details at any time. (Use the following URL:

https://www.editorialmanager.com/iujo/login.asp?a=r) Please contact the publication office if you
have any questions.
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