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RESUMO
A endometriose é considerada uma doenga complexa, influenciada tanto por fatores genéticos
como ambientais. A angiogénese via sinalizacdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e do seu receptor de dominio de insercdo da quinase (KDR), € um processo crucial
no estabelecimento e progressdo da endometriose. Polimorfismos de um dnico nucleotideo
(SNP) nos genes VEGF e KDR podem influenciar no desenvolvimento da doenca. O presente
estudo teve como objetivo avaliar o papel dos SNPs do VEGF (-2578C>A, -460T>C, -
1154G>A, +405G>C e +936C>T) e do KDR (-604 T>C, 1192C>T e 1719T>A) na etiologia
da endometriose. A populacdo do estudo foi composta por 293 mulheres com diagnostico
histopatologico de endometriose (casos) e 223 mulheres sem a evidéncia laparoscépica da
doenca (controle). A genotipagem dos SNPs estudados foi realizada pela técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) em tempo real utilizando o sistema TagMan. Foi utilizado uma
regressao logistica, sendo obtidas raz6es de chances (OR) e intervalos de confianca (IC 95%)
para avaliar as associa¢fes dos SNPs estudados e o desenvolvimento da endometriose, assim
na presenca dos sintomas. Foi observada uma associacao positiva dos SNPs VEGF -2578C>A
e -1154G>A (OR: 1,88; 95% IC: 1,06 - 3,36; OR: 1,59; 95% IC: 1,03 - 2,45, respectivamente)
com o desenvolvimento da endometriose, enquanto que os SNPs VEGF +405G>C e KDR
1192C>T (OR: 0,66; 95% IC: 0,43 - 1.00; OR: 0,56; 95% IC: 0,39 - 0,81, respectivamente)
foram associados negativamente com a doenca. Verificou-se um efeito protetor dos haplétipos
de VEGF (CTGC, ATGG e CCGG) e KDR (TTT e CTA) com a susceptibilidade da
endometriose; e um risco aumentado dos haplo6tipos de VEGF (ACAG) e KDR (TCA e CCA)
com o desenvolvimento da doenca. Uma associacdo negativa foi encontrada nos gendtipos
combinados de VEGF e KDR com o desenvolvimento da endometriose e com a presencga dos
sintomas (dismenorreia, dor pélvica, dispareunia e sintomas urinarios). Realizou-se também
uma revisao sistematica, utilizando o sistema STROBE, sobre a associacdo dos SNPs de
VEGF e KDR no desenvolvimento da endometriose, além de descrever as diferencas
metodolégicas dos estudos caso-controle. Como conclusdo os SNPs de VEGF e KDR estdo
associados com o desenvolvimento da endometriose e seus sintomas, sugerindo que a via de
sinalizacdo, VEGF-KDR, é um importante fator na etiologia da doenga. Este estudo serve
como base de dados para futuras aplicacfes que visem o desenvolvimento de biomarcadores

para o diagndstico e/ou prognostico da endometriose.

Palavras-chave: Endometriose, VEGF, KDR, Polimorfismos, Angiogénese.



ABSTRACT

Endometriosis is considered a complex diseases influenced by both genetic and environmental
factors. The angiogenesis via signaling vascular endothelial growth factor (VEGF) and its
kinase insert domain receptor (KDR), is a crucial process in the establishment and progression
of endometriosis. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in VEGF and KDR genes can
influence the development of the disease. This study aimed to evaluate the role of VEGF (-
2578C>A, -460T>C, -1154G>A +405G>C and +936C>T) and KDR (-604T>C, 1192C>T
and 1719T>A) SNPs in the etiology of endometriosis. The study population consisted of 293
women with histopathological diagnosis of endometriosis (cases) and 223 women without
laparoscopic evidence of disease (controls). Genotyping of the studied SNPs was performed
by polymerase chain reaction (PCR) in real time using the TagMan system. Logistic
regression was used, being obtained odds ratios (OR) and confidence intervals (95% CI) to
evaluate the associations of the studied SNPs and the development of endometriosis, and the
presence of symptoms. Positive association of VEGF -2578C>A and -1154G>A SNPs with
the development of endometriosis was observed (OR: 1,88; 95% CI: 1,06 - 3,36; OR: 1,59;
95% CI: 1,03 - 2,45, respectively), whereas VEGF+405G>C and KDR1192C>T SNPs were
negatively associated with the disease (OR: 0,66; 95% CI: 0,43 - 1.00; OR: 0,56; 95% CI:
0,39 - 0,81, respectively). It was found a protective effect of VEGF (CTGC, ATGG and
GGCC) and KDR (TTT and CTA) haplotypes susceptibility to endometriosis; and an increased
risk of VEGF (ACAG) and KDR (CCA and TCA) haplotypes with the development of the
disease. Negative association was found in the combined genotypes of VEGF and KDR with
the development of endometriosis and the presence of symptoms (dysmenorrhea, pelvic pain,
dyspareunia and urinary symptoms). It was also carried out a systematic review using the
STROBE system on the association of VEGF and KDR SNPs in the development of
endometriosis, and describes the methodological differences of case-control studies. In
conclusion VEGF and KDR SNPs are associated with the development of endometriosis and
its symptoms, suggesting that signaling pathway, VEGF-KDR, is an important factor in the
etiology of the disease. This study serves as a database for future applications for the

development of biomarkers for the diagnosis and / or prognosis of endometriosis.

Keywords: Endometriosis, VEGF, KDR, Polymorphism, Angiogenesis.
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1. INTRODUCAO

A endometriose € uma doenca ginecologica definida pela presenca de tecido
endometrial funcional glandular e/ou estromal fora da cavidade uterina, podendo causar dor
pélvica, dismenorréia e infertilidade (GIUDICE, 2004; MORADI et al, 2014). E uma doenca
que afeta 3 a 20% das mulheres na popula¢do mundial, entre 15 a 45 anos (KENNEDY et al.,
2005; BENAGIANO et al., 2014).

A teoria mais aceita até hoje sobre a génese da endometriose foi descrita por Sampson
(1927), o qual sugeriu que tecidos endometriais sdo derramados pela tuba uterina dentro da
cavidade peritoneal durante a menstruacao retrograda, sofrendo proliferacéo e crescimento em
sitios ectopicos. Essa teoria é sustentada pela presenca de fragmentos de endométrio, que
quando transplantados para meios de cultura ou em animais, levam a formacdo de focos de
endometriose (KOKS, 1997; GIUDICE et al., 2010).

Para o diagnostico definitivo da endometriose, ainda sdo essenciais 0s métodos
invasivos, como a bidpsia, para confirmacdo da doenca. Atualmente, o alivio dos sintomas
constitui o principal objetivo do tratamento farmacoldgico da endometriose, j& que o arsenal
medicamentoso existente ndo dispde de nenhum farmaco capaz de erradicar por completo 0s
focos ectopicos de tecido endometrial que caracterizam a doenga. Assim, a cirurgia continua
sendo o melhor método para identificacdo e remocéo dos focos da doenca (ABRAO, 2000;
NACUL & SPRITZER, 2010; HSU et al., 2010).

Apesar da endometriose ndo ser uma doenca maligna, esta pode se conectar, invadir e
danificar outros tecidos, semelhante a um tumor em desenvolvimento (COLLETTE et al.,
2006; PAVONE & LYTTLE, 2015). Estudos demonstram que a vascularizacéo dos implantes
de endometriose é provavelmente um dos fatores mais importantes para a invasao de outros
tecidos por células endometriais (TAHERGORABI & KHAZAEI, 2012). Em pacientes com
endometriose, 0 processo de angiogénese é alterado em favor da sobrevivéncia e do
reabastecimento do tecido endometrial (MAY et al., 2008; DJOKOVIC & CALHAZ-JORGE,
2014).

As caracteristicas hereditarias de endometriose foram relatadas pela primeira vez, em
1980, quando parentes de primeiro grau de mulheres com endometriose grave tiveram um

fator de risco aumentado de até seis vezes, do que para os familiares de mulheres sem o
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historico da doenga (SIMPSON et al., 1980). Além disso, estudos recentes tém demostrado
que mulheres com histdria familiar de endometriose tem um aumento de 5 vezes do risco
relativo em relacdo as mulheres que nao apresentam histérico da doenca na familia
(STEFANSSON et al., 2002; HANSEN et al., 2010; AUDEBERT et al 2015, RAHMIOGLU
et al 2015).

Diversos trabalhos tém estudado a associacdo entre o desenvolvimento da
endometriose com polimorfismos em 64 genes diferentes (TEMPFER et al., 2009; PAINTER
et al., 2011; NYHOLT et al., 2012; ALBERTSEN et al., 2013; RAHMIOGLU et al., 2014).
Esses genes candidatos codificam proteinas ou enzimas envolvidas na sintese de hormonios
femininos, em moléculas de adesdo e de matriz extracelular, em vias de detoxificacdo, na
sinalizacdo de citocinas, na regulacdo do ciclo celular e no processo de angiogénese
(FALCONER et al., 2007; TEMPFER et al., 2009; PAINTER et al., 2011; TAHERGORABI
& KHAZAELI, 2012)

Dentre os genes candidatos, o0 VEGF e o KDR, que codificam respectivamente o fator
de crescimento edotelial vascular (VEGF) e seu receptor, assumem um importante papel no
desenvolvimento da endometriose, por serem expressos em células epiteliais e estromais no
utero humano e em células reguladas por estrogénio, além de serem importantes fatores
envolvidos no crescimento de novos vasos sanguineos, a partir de vasos ja existentes,
processo denominado de angiogénese (TAYLOR et al., 2009). J& se sabe que as lesGes de
endometriose sdo tipicamente caracterizadas por uma vascularizacdo densa e que requerem
um fornecimento de sangue adequado para a sua sobrevivéncia (ROCHA et al., 2013). Além
disso, diversos estudos tém investigado e observado um aumento da expressdo e da
distribuicdo de VEGF e VEGFR2 em amostras de mulheres com endometriose quando
comparadas ao seu controle, indicando que a angiogénese, via VEGF, é um importante fator
para 0 desenvolvimento da endometriose (TAN et al.,, 2002; MACHADO et al., 2008;
MACHADO et al., 2010; VERIT et al., 2010).

Os genes que codificam o VEGF e seu receptor sao polimorficos, e diversos trabalhos
ja descreveram a relacdo de polimorfismos de um dnico nucleotideo (SNPs) em ambos os
genes e a associacdo com a endometriose, entretanto, os resultados das analises ainda sdo
controversos (COSIN et al., 2009; LAMP et al., 2010; ALTINKAYA et al., 2011;
EMAMIFAR et al., 2012; KANG et al., 2013; HENIDI et al., 2015). Em uma meta-analise de
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14 estudos caso-controle, com diferentes populacdes (chinesa, indiana, coreana, japonesa,
italiana, australiana, espanhola, turca e estoniana), foi investigada a associagdo entre cinco
SNPs do VEGF e a susceptibilidade da endometriose. Os resultados desta meta-analise
sugerem que o polimorfismo 936C>T aumenta o risco de endometriose, e 0s SNPs -2578C>A
e -1154G>A podem ser fatores de protecdo para a doenca, entretanto os SNPs -460T>C e
405G>C nd&o mostraram uma associacdo significativa com o desenvolvimento da
endometriose (LI et al., 2013). Para 0 KDR, apenas um estudo do tipo caso-controle avaliou a
magnitude de associacdo entre cinco SNPs (KDR 1192C>T, 1719A>T, +31C/T, IVS6+54T>C
e IVS25-92G>A) e o desenvolvimento da endometriose em mulheres chinesas observando
uma associacao negativa na presenca do alelo T para 0 SNP1192C>T (KANG et al., 2013).
Até o inicio desta dissertacdo nao existiam dados de associacdes entre SNPs do VEGF
e do KDR com o desenvolvimento da endometriose na populacdo brasileira, e, apesar de
muitas investigacdes sobre esta doenga extremamente heterogénea, sua patogénese ainda nao

é bem esclarecida.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Endometriose

A endometriose é uma doenga ginecoldgica caracterizada pela presenga de tecido
endometrial funcional, estromal e/ou glandular, fora da cavidade uterina, resultando em uma
reaco inflamatdria cronica (ABRAO et al., 2000; GIUDICE & KAO, 2004). O endométrio é
0 tecido que reveste internamente o Utero e tem como funcéo preparar o Utero para receber o
embrido, oferecendo condicGes necessarias para a implantacéo e nutricdo do 6vulo fecundado,
até a formacdo da placenta para permitir o transporte de nutrientes e oxigénio, entre mae e
feto. Quando ndo ha fecundacdo, toda a camada funcional do endométrio € expelida, dando
inicio ao processo de menstruacdo (KILLEEN et al., 2014).

Os 6rgdos mais afetados pelo aparecimento da endometriose sdo os ovarios, periténio,
ligamentos Uteros sacros (entre o Utero e o reto), regido retro cervical (atras do colo do Utero),
septo reto-vaginal, reto/sigmoide, intestino delgado (ileo terminal), apéndice, bexiga e
ureteres (GIUDICE & KAO, 2004). Segundo Acién e Velasco, existem trés formas clinicas de
endometriose: a peritoneal, que corresponde a endometriose minima ou leve, e geralmente,
ndo é observada nenhuma progressdo da doenca; o cisto de endometriose ovariana,
caracterizado pela presenca de endometriomas (ou cistos chocolate) que néo estdo aderidos,
ou ligeiramente aderidos, ao lado posterior do periténio; e endometriose infiltrativa, que nédo
apresenta nenhuma evidéncia de endometriomas, porém pode resultar em um blogueio
pélvico total, com infiltragdo no (tero, intestino e no septo reto-vaginal (ACIEN &
VELASCO, 2013).

A endometriose compartilha a fisiopatologia comum com algumas neoplasias
ginecologicas, como o cancer de ovario e de endométrio, e ha cada vez mais evidéncias de
que essa doenga benigna pode sofrer transformacdo maligna (NEZHAT et al., 2008; VERIT
& YUCEL, 2013; PAVONE & LYTTLE, 2015). Dados de grandes estudos de coorte e caso
controle mostraram que pacientes com endometriose tém duas vezes maior risco de
desenvolver cancer de ovario (BORGFELDT & ANDOLF, 2004; MODUGNO et al, 2004;
BRINTON et al, 2005; KOBAYASHI et al, 2007; ARIS, 2010; PEARCE et al., 2012). Melin
e colaboradores, em 2006, realizaram um estudo para investigar o risco de cancer entre as

mulheres portadoras de endometriose e os resultados das analises revelaram elevados riscos
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para o desenvolvimento de cancer de ovario (SIR 1.43, IC 95% 1,19-1,71), linfoma néo-
Hodgkin (SIR 1.24, IC 95% 1,02-1,49), tumores de cérebros (SIR 1.22, IC 95% 1,04-1,41),
cancer de mama (SIR 1.28, IC 95% 1.13-1.45) e tumores enddcrinos (SIR 1.36, IC 95%
1.15-1.61), concluindo que mulheres com endometriose podem desenvolver algumas doencas
malignas (MELIN et al., 2006). Recentemente, um estudo também avaliou 46.176
participantes, sendo 15.361 casos de cancer de ovario e 30.815 controles, e observaram uma
associacdo significativa dos SNPs rs3754496 (gene WNT4), rs1333052 (gene CDKN2B),
rs12331507 (gene KDR) e rs142034631 (gene GREB1) com a endometriose e 0 risco de
cancer de ovério (LEE et al., 2016).

Apesar do conhecimento a respeito dos aspectos clinicos da endometriose e suas
repercussdes na vida da paciente, a etiopatogenia, os fatores de risco para progressdo da
doenca, a evolucdo natural e a relacdo com a infertilidade vém sendo exaustivamente

estudados.

2.1.1. Epidemiologia da Endometriose

A epidemiologia da endometriose € um ponto bastante controverso e cujos resultados
sdo variaveis a medida que se altera a populagdo estudada, os procedimentos indicados, 0
servigo onde se realizam esses procedimentos, entre outros aspectos (MARQUES, 2005).

O real perfil da paciente portadora de endometriose é impreciso, embora exista
consenso que a endometriose estd presente em 3 a 20% das mulheres em idade reprodutiva,
30 a 50% das mulheres inférteis e 3 a 5% das mulheres na fase da pos-menopausa (ACIEN &
VELASCO, 2013).

As mulheres portadoras de endometriose podem ser assintomaticas (10,7%), no
entanto, a maioria apresenta sintomas, em diferentes intensidades, sendo os principais,
dismenorreia (79-97%), dor pélvica cronica (22-69%), infertilidade (25-40%), dispareunia de
profundidade (44-71%), sintomas intestinais e urinarios ciclicos (29%), como dor ou
sangramento ao evacuar/urinar durante o periodo menstrual (OZKAN et al., 2008;
FAUCONNIER et al.,, 2013; MORADI et al., 2014). Sinaii e colaboradores, em 2008,
realizaram um estudo sobre as diferencas nas caracteristicas entre 1000 mulheres com
endometriose da Gra-Bretanha, Irlanda e Estados Unidos. Considerando a sobreposicéo de

sintomas de dores ginecoldgicas das pacientes com endometriose que levaram a um
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diagnéstico cirargico, 34,4% relataram ter dor pélvica, dismenorreia e dispareunia e 25,2%
relataram ter dor pélvica e dismenorreia (Figura 1). Além disso, cerca de 70% dessas
mulheres apresentavam, pelo menos, dois dos trés tipos de dores ginecologicas. (SINAII et
al., 2008).
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Figura 1. Prevaléncia e sobreposicao de sintomas de dores ginecoldgicas que levaram ao diagndstico cirurgico
de 940 mulheres com endometriose que participaram do estudo OXEGENE. Adaptado deSINAII et al., 2008.

Um estudo retrospectivo realizado em S&o Paulo teve como objetivo descrever
aspectos clinicos e epidemioldgicos de 892 pacientes portadoras de endometriose pélvica e
como resultado foi observado que a idade média das pacientes era de 33,2 = 6,3 anos no
momento do diagnostico, com uma predominancia de mulheres que se auto-declaravam com a
cor da pele branca (78,7%), de mulheres casadas ou com unido estavel (69,5%) e com 2° ou 3°
graus completos (76,9%). O principal sintoma relatado foi a dismenorreia (62,2%), seguido de
dor pélvica crbnica (56,8%), dispareunia de profundidade (54,7%) e infertilidade (39,8%),
sendo que 26,6% nunca haviam tentado engravidar. Além disso, 66,4% dos casos de
endometriose apresentavam estadiamento avancado da doenca com grau Il e IV. Como
conclusédo o estudo revelou que a endometriose é uma doenca geralmente diagnosticada na 4°
década da vida das pacientes, as quais apresentam queixas clinicas relacionadas com

frequéncia a dor pélvica e infertilidade, que devem sempre ser questionadas para orientar a
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hipotese diagndstica da doenca (BELLELIS et al., 2010).

Analisando a distribuicdo das pacientes segundo o grau de instrucdo, estudos em
populacdes européias e americanas (CANDIANI et al, 1995; BELLELIS et al., 2010)
mostram haver maior frequéncia de mulheres portadoras de endometriose com segundo grau
(30%) e nivel superior (27%). Outros estudos mostram achados semelhantes, mesmo quando
realizados em instituicbes publicas, sendo o grau de escolaridade entre as pacientes com
endometriose alto. Hoje em dia, as mulheres usam contraceptivos com mais frequencia
porque preferem uma profissao antes de ter um filho. Assim, elas s6 descobrem a presenca da
doenca depois de terminar os estudos, quando decidem engravidar (ABRAO, 2000;
HEMMINGS et al., 2004).

A endometriose acarreta consequéncias fisicas, mentais e sociais na saude da mulher,
tendo em vista que 0 Seu corpo, sua psique e até mesmo suas relacBes interpessoais e
conjugais sdo afetadas pelos problemas decorrentes dos sintomas que elas podem apresentar,
em especial, pela impossibilidade de gerar filhos (NNOAHAM et al., 2011; HUGHES et al.,
2015 LAGANA et al., 2015). Fourquet e colaboradores, em 2010, observaram que a dor
menstrual, dor incapacitante, dor abdominal e depressdo eram preditores de mal desempenho
no trabalho e em casa quando estudaram 107 mulheres com endometriose. Além disso, a dor
incapacitante e a dispareunia promovem prejuizos em relacdo aos aspectos sociais e sexuais
na vida das mulheres (FOURQUET et al., 2010). Em 2013, De Graaff e colaboradores,
revelaram que mulheres com endometriose tiveram, em algum momento durante a sua vida,
uma influéncia negativa no trabalho (51%), nos relacionamentos (50%) e na educacédo (16%),
devido aos sintomas de dispareunia e dor pélvica crénica. Das mulheres com dispareunia,
80% tiveram que alterar seu comportamento sexual em termos de interromper ou evitar
relacBes sexuais devido a dor (DE GRAAFF et al., 2013).

A endometriose é uma causa importante de dor pélvica e infertilidade feminina
podendo comprometer a qualidade de vida e levar ao desgaste fisico e mental das pacientes
acometidas, especialmente porque sdo frequentes as falhas e atrasos do diagndstico, assim
como as recidivas sintomaticas (BALLARD et al., 2006).
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2.1.2. Diagnostico da Endometriose

Em 2003, um estudo de coorte (ARRUDA et al., 2003) avaliou o tempo decorrido
entre o inicio dos sintomas e o diagnostico de endometriose em um grupo de 200 mulheres
brasileiras, sendo que a mediana do tempo decorrido entre o inicio dos sintomas até o
diagndstico de endometriose foi de 7,0 anos (variacdo de 3,5 + 12,1). Quanto mais jovem a
mulher no inicio dos sintomas, maior o periodo de diagndstico a ser feito, sendo o atraso
médio de 12,1 anos (variacdo de 8,0 = 17,2) em mulheres com idade <19 anos, e de 3,3 anos
(variacdo de 2,0 + 5,5), em mulheres com idade > 30 anos. O periodo de tempo médio entre o
inicio dos sintomas e o diagndstico foi de 4,0 anos (2,0 + 6,0) para as mulheres, cuja queixa
principal era a infertilidade, mas 7,4 anos (3,6 = 13,0) para aqueles com dor pélvica. Como
conclusdo deste trabalho, o atraso no diagndstico da endometriose foi considerado ser muito
longo, especialmente para as mulheres jovens com dor pélvica (ARRUDA et al., 2003).

Diversas classificacdes tém sido propostas para o diagndstico e estadiamento da
endometriose, porém a mais utilizada até hoje foi descrita pela Sociedade Americana de
Medicina Reprodutiva, em 1997, que propds uma classificacdo em sistema de escores
reunidos em estadios, analogamente ao que se faz para neoplasias malignas, considerando o
tamanho da lesdo e o grau de acometimento (superficial ou profundo); tanto no peritonio
quanto nos ovarios direito e esquerdo; a obliteracdo do fundo-de-saco posterior (parcial ou
completa); e o tipo de aderéncias (velamentosa ou densa) nos ovarios e nas trompas,
ressaltando o envolvimento total das fimbrias tubarias por aderéncias, dividindo as pacientes
em quatro estagios: | (minima - escore 1-5, implantes isolados e sem aderéncias significantes),
Il (leve - escore 6-15, implantes superficiais com menos de 5 cm, sem aderéncias
significantes), 111 (moderado - escore 16-40, multiplos implantes aderéncias peritubarias e
periovarianas evidentes) e IV (severo - escore > 40, multiplos implantes superficiais e
profundos, incluindo endometriomas, aderéncias densas e firmes). (ASRM, 1997).

Nisolle e Donnez, em 1997, dividiram a endometriose em trés afeccdes distintas:
peritoneal, ovariana e de septo retovaginal, sendo esta Ultima chamada de endometriose
infiltrativa profunda. No primeiro caso, estariam incluidas as pacientes com implantes
peritoneais; no segundo, 0s cistos ovarianos tipicos da doenca e, no terceiro caso, a
endometriose infiltrativa que acomete as regides retrocervical e paracervical, além dos tratos

gastrointestinais e genitourinario. Segundo Bellelis e colaboradores, a endometriose pode ser
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classificada como superficial quando sua profundidade ¢ menor do que 5 mm e profunda
quando esta profundidade é maior do que 5 mm (BELLELIS et al., 2010).

Embora o diagndstico definitivo da endometriose necessite de uma intervencdo
cirurgica, com confirmacao histopatologica da doenca, diversos achados nos exames fisicos e
de imagem, ja4 podem predizer que a paciente apresenta endometriose (NACUL &
SPPRITZER, 2010).

O diagnostico clinico tem como base a exploracdo dos sintomas e 0 exame
ginecologico, identificando fatores clinicos de risco que vé@o de encontro a teoria de que a
endometriose seja um distdrbio dependente da acao estrogénica e possivelmente secundéria ao
refluxo menstrual para a cavidade peritoneal (MACCAGNANO et al., 2012).

O diagnéstico por imagem é indicado quando o exame fisico é sugestivo de
endometriose. Dois tipos de imagem sdo utilizados frequentemente para identificar e
caracterizar as lesdes da endometriose, a ultrassonografia transvaginal e a ressonancia
magnética (RM). A ultrassonografia transvaginal é a primeira técnica de imagem proposta,
pois permite a exploracdo extensiva da pélvis. No entanto, o valor diagnostico da
ultrassonografia transvaginal para a avaliacdo da endometriose pélvica profunda e lesdes
peritoneais superficiais ndo € clara, mas é muito recomendada como a primeira modalidade de
imagem para avaliar as pacientes com suspeita de endometriose (GUERRIERO et al., 2013).

A RM ¢é cada vez mais importante na avaliacdo de pacientes com endometriose, pois
sua capacidade de multiplanar e de contraste superior dos tecidos moles sdo particularmente
Uteis na deteccdo de implantes de endometriose profunda. Porém, por ter um custo elevado,
perde para o ultrassom em termos de aplicabilidade no cotidiano (HOTTAT et al., 2009).
Bodzak e colaboradores, em 2013, avaliaram dados atuais sobre a acuracia diagndstica da RM
na avaliacdo da endometriose e compararam com outros métodos de diagnostico e concluiram
gue a RM é uma ferramenta (til na avaliacdo de pacientes com endometriose (sensibilidade =
73-96,3%; especificidade = 70-100%), tanto como um método autbnomo, como um método
complementar ao ultra-som transvaginal, além de permitir 0 mapeamento preciso de
implantes de endometriose profunda.

Apesar dos métodos de imagem disponiveis apresentarem uma boa acuradcia no
diagnostico da endometriose, segundo consenso da Sociedade Européia de Reproducéo
Humana e Embriologia (European Society of Human Reproduction and Embryology -

ESHRE) e da Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (American Society for
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Reproductive Medicine - ASRM), o padrdo ouro para diagnostico de endometriose é a
viodeolaparoscopia com a inspe¢do direta da cavidade e visualizagdo dos implantes, além da
confirmacéo histopatologica da doenca (ASRM, 1997; ESHRE, 2008).

Ainda hoje, alguns clinicos solicitam como exame complementar para o diagndstico
de endometriose, o marcador CA125 (antigeno de cancer 125), entretanto ele ndo € especifico
para esta doenca (ABRAO, 2000; RUAN et al., 2015). Na busca de um biomarcador
especifico para endometriose, um estudo realizado por Berg e colaboradores, em 2013,
avaliou a distribuicdo do receptor 4 de quimiocina CXC (CXCR4), da molécula de adesao
celular epitelial (EpCAM), do receptor de estrogénio (ER), do receptor de folato - a (FR-a),
do fator hipoxia-induzida la (HIF-1la), do receptor de progesterona (PR), e do fator de
crescimento endotelial vascular — A (VEGF-A) em tecido endometrial e concluiu que os
marcadores EpCAM, FR-a, e VEGF-A parecem ser 0s mais promissores, visto que foram
altamente distribuido no tecido endometrial de pacientes com endometriose (VAN DEN
BERG et al., 2013).

Até 0 momento, ndo existe um biomarcador para diagnostico e/ou prognostico da
endometriose (ABRAO 2015; ABRAO et al, 2003), assim, existe ainda um campo vasto de
investigagdo nesta 4&rea, tendo em vista que entender os fatores envolvidos no
desenvolvimento dos focos de endometriose, bem como a etiopatogenia da doenca, pode
contribuir e direcionar esforcos para otimizar o diagndstico e melhorar a eficiéncia do

tratamento da endometriose.

2.1.3. Tratamento da Endometriose

O alivio dos sintomas constitui o principal objetivo do tratamento da endometriose, ja
gue o arsenal medicamentoso existente ndo dispde de nenhum farmaco capaz de erradicar por
completo os focos ectdpicos de tecido endometrial que caracterizam a doenca (ABRAO,
2000; NACUL & SPRITZER, 2010). O tratamento de escolha depende da idade da paciente,
o nivel de infertilidade, o numero de Orgaos afetados, a gravidade dos sintomas, ou uma
patologia pélvica associada. (NACUL & SPRITZER, 2010). Dentre os tratamentos clinicos
mais difundidos para a endometriose estdo as combinagdes estroprogestogénicas,
progestogénios isolados e analogos do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH). Esses

agentes inibem o crescimento dos implantes por decidualizacdo e atrofia do endométrio ou
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por meio da supressdo dos hormonios esterdides ovarianos e inducdo de um estado de
hipoestrogenismo (NACUL & SPRITZER, 2010; FERRERO et al., 2015; TAFI et al., 2015).

O tratamento cirargico da endometriose compreende desde procedimentos de baixa
complexidade, como cauterizacdo de focos superficiais e liberacdo de aderéncias
velamentosas, até intervencGes complexas nos ovarios, intestino, bexiga e ureteres. Contudo,
a video-laparoscopia assume um papel relevante no controle da endometriose, pois permite ao
ginecologista identificar e remover todos os focos da doenga durante o ato cirdrgico (KHO &
ABRAO, 2012). Atualmente, sabe-se que ndo ha correlacdo entre a gravidade dos sintomas e
a extensdo da doenca, bem como com o prognéstico reprodutivo de infertilidade e de
recorréncia de dor em longo prazo (VERCELLINI et al., 2007; YE et al., 2015). Por isso
muitas vezes se preconiza o tratamento cirirgico apenas para pacientes que nao respondam ao
tratamento medicamentoso, bem como para aquelas que desejam engravidar espontaneamente
(VERCELLINI et al., 2009).

2.1.4. Etiologia da Endometriose

Alguns pesquisadores tém proposto teorias para explicar o surgimento da
endometriose, entretanto, sua etiologia ainda ndo esta clara e € possivel até que as diversas
teorias se interajam. A teoria mais aceita até hoje é a de Sampson (1927), o qual descreveu
que tecidos endometriais, por fluxo menstrual retrégrado, retornam pelas tubas uterinas e
aderem na cavidade peritoneal (Figura 2). Essa teoria é sustentada pela presenca de
fragmentos de endométrio, que quando transplantados para meios de cultura ou em animais,
levam a formacdo de focos de endometriose (KOKS et al., 1997; GIUDICE et al., 2010).
Embora a teoria da menstruacdo retrograda seja uma das explicacBes mais aceitas para o
desenvolvimento da doencga, os mecanismos celulares e moleculares ainda ndo séo claros.
Apesar de o fluxo menstrual retrégrado ser um processo fisioldgico, o sistema imune € capaz
de eliminar os restos de fragmentos endometriais e prevenir implantacdes e crescimento de
células endometriais, porém, em algumas pacientes o tecido endometrial ectépico prolifera e

cresce permitindo o desenvolvimento da endometriose (SIMPSON, 2000).
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Endometriosis

Figura 2. Teoria da menstruacéo retrégrada. Durante a menstruacdo fragmentos do endométrio sofrem refluxos
(1) através das tubas uterinas para dentro da cavidade abdominal (2). Os fragmentos se aderem a superficie
peritoneal (3), invadem (4), e adquirem um suprimento de vasos sanguineos (5) (GROOTHUIS et al., 2005).

Outra teoria importante é a da metaplasia celémica, a qual assume que a degeneragdo
do endométrio menstrual libera fatores enddgenos, principalmente o estrogénio, com
subsequente inducdo de um processo metaplasico no epitélio seroso dos ovarios e nas células
serosas do mesotélio, resultando no tecido endometrial (KUMAR, 2002). Como critério de
definicdo de endometriose, glandulas e/ou estroma endometrial devem estar presentes nas
lesbes ectopicas. Os trabalhos suportando essa teoria possuem evidéncias que o epitélio
endometrial e as glandulas séo resultado de indu¢do, mas ndo ha evidéncias de formacao de
estroma endometrial no final do processo metaplasico (ABRAO, 2000).

A deficiéncia imunoldgica também é um aspecto que tenta explicar o surgimento da
endometriose, propondo que alteracGes neste sistema possibilitem o surgimento da doenga. A
literatura descreve que mulheres com endometriose apresentam uma deficiéncia na imunidade
celular, na habilidade de reconhecer o material endometrial e uma diminuicdo da
citotoxicidade mediada por células T (OLIVE et al, 1985; OOSTERLYNCK et al, 1992; AHN
et al., 2015).

As propriedades hereditarias ou adquiridas do endométrio e defeitos hereditarios ou
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adquiridos do epitélio peritoneal sdo areas de investigagdo ativa na busca de fatores que
influenciam a predisposicdo para a implantacdo das células endometriais (BURNEY &
GIUDICE, 2012), visto que 70 a 90% das mulheres apresentem menstruacdo retrégrada,
apenas uma minoria desenvolve a doenga (BRICOU et al., 2008). Estudos demonstraram que
parentes de primeiro grau de mulheres com esta doenga tém mais probabilidade de
desenvolver endometriose e quando ha uma ligacdo hereditéria, a doenca tende a ser pior para
a proxima geracdo (SIMPSON et al., 1980; HANSEN et al., 2010; AUDEBERT et al 2015,
RAHMIOGLU et al 2015)

Apesar das diferentes teorias propostas para explicar o desenvolvimento da
endometriose, a etiologia da doenca continua sendo um campo vasto para investigacoes.
Como descrito anteriormente, a vascularizagdo de implantes endometridticos, €
provavelmente o fator mais importante no processo de invasdo das células endometriais em
outros tecidos (ROCHA et al, 2013).

2.2. Angiogénese e Endometriose

A angiogénese é a formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-
existentes. Esse processo € fortemente regulado em adultos, sendo que na maioria das vezes
ocorre em 6rgaos lesados por um trauma ou infecgdo. A angiogénese envolve Varios passos,
0s quais incluem ativacdo de células endoteliais, quebra de membrana basal e degradacéo da
matriz extracelular, migracdo dessas células em direcdo a um estimulo, proliferacdo, fuséo
com o vaso original formando uma linha continua de células endoteliais, tubulizacéo e inicio
do fluxo sanglineo por esse novo vaso (Figura 3) (KLAGSBRUN, 1991, FIGG &
FOLKMAN, 2008; TAHERGORABI & KHAZAEI, 2012).
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Figura 3. Representagdo esquematica da angiogénese (Adaptado de SILVA et al, 2007). Etapas: (1) estimulacdo
das células endoteliais por citocinas angiogénicas; (2) degradacdo da lamina basal do vaso, migracdo e
proliferacdo das células endoteliais e formac&o do broto; (3) expanséo do broto e formacgéo do limen vascular e

da lamina basal; (4) novo vaso formado, amadurecido e funcional.

A formacdao de novos vasos sangiineos ocorre em adultos, em casos como cicatrizacdo
de feridas, musculo cardiaco e no ciclo menstrual da mulher. A angiogénese pode ocorrer nos
processos de reparo e em algumas patologias, tais como, a artrite reumatéide, a retinopatia
diabética, a psoriase, a endometriose (FOLKMAN 2007, LASCHKE et al., 2012), sendo o
exemplo mais classico relacionado a processos tumorais (HANAHAN & FOLKMAN, 1996,
FOLKMAN, 2007; YADAV et al., 2015).

Para a sobrevivéncia do endométrio ectopico, a formacdo de vasos sanguineos é
essencial e isso sugere que a angiogénese é um pré-requisito para o desenvolvimento da
endometriose (NAP et al., 2004; BARANAO, 2014). Através da visdo macroscopica, algumas
lesBes endometrioticas apresentam alta vascularizacdo ao seu redor (OOSTERLYNCK et al.,
1992; GROOTHUIS et al., 2005) (Figura 4). Em 2008, nosso grupo verificou um aumento
significativo da distribuicdo do fator de von Willebrand, um marcador de densidade vascular,
em amostras de endometriose de ovario, bexiga e retal quando comparadas aos respectivos
tecidos normais (MACHADO et al., 2008).
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Figura 4: Visdo macroscépica de focos endometri6ticos no peritonio. Nota-se a alta vascularizagao ao redor dos
focos de lesdes endometridticas (A ) (GROOTHUIS et al., 2005).

A angiogénese € um processo complexo e requer um delicado balanco entre indutores
e inibidores (SCHAMS et al., 2004). Vérias moléculas sdo identificadas como indutoras da
angiogénese, pois esse processo é dependente de fatores liberados pelas células. Dentre os
fatores que estdo envolvidos no crescimento de vasos sanguineos, o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e seu receptor VEGFR2 sdo os mais importantes (MCLAREN,
2000; OKADA et al., 2014).
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2.3.  Papel do Fator de Crescimento Endotelial VVascular e seu receptor VEGFR- 2 no

desenvolvimento da Endometriose

O VEGEF foi um dos primeiros fatores angiogénicos a ser descrito. Em 1983, Dvorak e
colaboradores identificaram esta glicoproteina por meio da purificagdo de células tumorais,
percebendo que esta melhorava a permeabilidade celular, sendo chamada de fator de
permeabilidade vascular (VPF). Posteriormente, em 1989, Ferrara e Henzel identificaram uma
proteina em células pituitarias bovinas e verificaram que ela também promovia a proliferagdo
de células endoteliais. Finalmente, em 1990, ficou claro que as duas proteinas eram a mesma,
passando a ser denominado de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e considerado

um potente regulador positivo da angiogénese (RUHRBERG, 2008).

O VEGF ¢é uma glicoproteina homodimérica com peso molecular de 30 — 46
Kilodaltons (kDa) caracterizada como um dos membros da superfamilia de fatores de
crescimento que possuem um no de cistina, formado por oito residuos de cisteinas ligados por
pontes dissulfeto (HOLMES et al., 2007).

Atualmente, a familia do VEGF em humanos consiste em seis principais membros:
VEGF-A (ou VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e o Fator de Crescimento
Placentario (PIGF), ligados a trés receptores transmembranares tirosina quinase denominados
de receptor do fator de crescimento endotelial vascular - 1 (VEGFR-1), receptor do fator de
crescimento endotelial vascular - 2 (VEGFR-2) e receptor do fator de crescimento endotelial
vascular - 3 (VEGFR-3), conforme ilustrado na figura 5. Os dois primeiros receptores séo
expressos predominantemente em células endoteliais vasculares e suas progenitoras, e 0
VEGFR-3 é expresso principalmente em células endoteliais linfaticas (FERRARA et
al.,2005).
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Figura 5. Esquema das cinco familias do fator de crescimento endotelial vascular e a interagdo com seus
receptores.Os varios membros da familia do VEGF tém capacidade de sobreposicdo para interagir com um
conjunto de receptores de superficie celular que desencadeiam respostas a estes fatores. Os principais receptores
gue parecem estar envolvidas na iniciacdo da cascata de transdugéo de sinal em resposta ao VEGF compreendem
uma familia de receptores tirosina-quinases estreitamente relacionadas, consistindo em trés membros
denominado VEGFR-1 (ou Flt-1), VEGFR-2 (KDR ou Flk-1) e VEGFR-3 (ou FIt-3). O VEGFR-2 parece mediar
as principais acdes de crescimento e de permeabilidade do VEGF, ao passo que o VEGFR-1 pode ter um papel
negativo, atuando como um receptor chamariz ou suprimindo a sinalizagdo por meio do VEGFR-2. O VEGFR-3
pode ser importante durante o desenvolvimento dos vasos sanguineos, mas é mais exclusivo em vasos linfaticos.
(YANCOPOULOS et al., 2000).

O VEGF apresenta varias funcBes biologicas como proliferacdo, migracdo, e
permeabilidade das células endoteliais pela ligagdo com VEGFR-2 (FERRARA et al., 2005).
A regido extracelular do VEGFR2 contém sete dominios de tipo imunoglobulina (lg), na qual
0 dominio 3 é uma regido critica para a ligacdo do VEGF e os dominios de 4 a 7 contém
caracteristicas estruturais que impedem a dimerizacdo do receptor de VEGF e a transducéo de
sinal (TAO et al., 2001).

Nesse contexto, estudos demonstram que o VEGF tem um papel importante no
desenvolvimento e na progressao da endometriose (MUELLER et al., 2000), por ser expresso
em celulas epiteliais e estromais no utero humano e em células reguladas por estrogénio e por
ser expresso no epitélio dos implantes de endometriose (DONNEZ et al., 1998; TAN et al.,
2002). Em 2008, nosso grupo observou um aumento significativo da distribuicdo de VEGF e
de seu receptor VEGFR2 em amostras de endometriose de ovario, bexiga e reto quando

comparadas aos respectivos tecidos normais (MACHADO et al., 2008). Corroborando com
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nossos resultados, Cosin e colaboradores, em 2009, observaram um aumento dos niveis de
VEGF no endométrio e no fluido peritoneal de mulheres com endometriose, contribuindo para
a capacidade de implantacdo de células endometriais em locais ectopicos. Além disso, ja é
sabido que existe um componente genético presente na susceptibilidade da endometriose.
(MATALLIOTAKIS et al.,, 2003). E atualmente diversos estudos tem demonstrado essa
contribuicdo genética no desenvolvimento da doenca (SUNDQVIST, 2013; SAHA et al.,
2015; RAHMIOGLU, 2015). Em 2014 foi realizado uma revisdo na qual descreve alguns
possiveis genes candidatos no desenvolvimento da endometriose. Dentre eles, se destacam 0s
genes envolvidos no processo angiogénico, que é o caso do gene do VEGF e seu receptor
VEGFR2, que séo alvos dessa dissertagdo (BARANOV et al., 2014).

2.3.1. Gene que codifica o0 VEGF e 0 VEGFR2 e seus polimorfismos

O VEGF é codificado por um gene com mesmo nome, localizado no cromossomo
6p21.3 e € composto por oito éxons (VINCENTI et al., 1996). Ja o seu receptor, VEGFR2, é
codificado pelo gene KDR, localizado no cromossomo 4q11-g12, sendo composto de trinta
éxons (TERMAN et al., 1991; LU et al., 2000).

O gene VEGF apresenta, pelo menos, cinco polimorfismos importantes no estudo da
endometriose (LI et al., 2013). Conforme consta na figura 6, trés estdo localizados na regido
promotora do gene, o0 SNP -2578C>A (rs699947), -1154G>A (rs1570360) e -460T>C
(rs833061), um na regido 5’ ndo traduzida (UTR), o SNP 405G>C (rs2010963) e outro na
regido 3’UTR, o SNP 936C>T (rs3025039) (JAIN, et al., 2009). Estes SNPs podem afetar
potenciais elementos reguladores, sensiveis a hipOxia, e podem contribuir para a alta
variabilidade da producdo de VEGF nos tecidos (AWATA, et al., 2002; STEFFENSEN et al.,
2009; RUGGIERQO, et al., 2011). Os SNPs -2578C>A, -1154G>A e -460T>C, apresentam
maior atividade de transcricdo e estdo associados com alto nivel da proteina (BROGAN et al.,
1999). O SNP +405G>C, afeta a eficiéncia da transducéo e esta relacionado com a producéo
de VEGF a partir de células mononucleadas do sangue periférico (WATSON et al., 2000). Ja
0 SNP +936C>T, influencia na concentracdo de VEGF plasmaético circulante (RENNER et
al., 2000).
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Figura 6. Estrutura do gene VEGF e a localizagcdo dos SNPs -2578C>A (rs699947), -460C>T (rs833061), -
1154G>A (rs1570360), +405G>C (rs2010963) e +936C>T (rs3025039).A linha tracejada indica a regido
codificante (CDS) com a presenga de sete introns. Adaptado de JAIN, et al., 2009.

Para o gene KDR existem trés SNPs (Figura 7) mais comumente estudados (KANG.,
2013), que inclui 0 -604T>C, localizado na regido promotora do gene, podendo influenciar na
expressao do gene (ZHANG et al., 2007), o 1192C>T, localizado no éxon 7, dentro do
dominio de tipo Ig 3, com a substituicdo do aminoécido valina por uma isoleucina na posicao
297 (Val297lle), e 0 1719T>A, localizado no éxon 11, dentro do dominio de tipo Ig 5, com a
substituicdo do aminoacido glutamina por uma histidina na posicdo 472 (GIn472His). Estes
dois ultimos SNPs que ocorrem em regifes codificantes podem promover alteracdes
potenciais a conformacéo do receptor interferindo com a capacidade de ligagdo com o VEGF,
além de sua capacidade de sinalizacdo. Considerando o SNP -604T>C, ja foi observado que a
presenca do alelo -604C reduz a atividade transcricional do KDR (WANG et al., 2007).
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Source: Pharmacogenomics @ 2011 Future Medicine Ltd

Figura 7. Estrutura do gene KDR e a localizagdo dos SNPs -604T>C (rs2071559), 1192C>T (rs2305948) e
1719T>A (rs1870377). Adaptado de PHARMACOGENOMICS, 2011.

Os alelos descritos acima para 0s genes VEGF e KDR sé&o importantes para o estudo
da endometriose, pois também sdo relativamente frequentes nas diferentes populacoes,

conforme constam, nas tabelas 1 e 2, os dados de freqtiéncia de mulheres saudaveis.
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Tabela 1. Frequéncia (%) dos alelos de VEGF nas diferentes populacdes de mulheres

saudaveis.
SNPs N Referéncias Europeus Af-ro- Brasileiros Asiaticos
americanos
-2578C>A  1.625 Freathy et al., 2006 50
108 Biselli et al., 2008 49
61 Calderon et al., 2009 47
360 Liu et al., 2009 26
-460T>C 102 Summers et al., 2005 51
959 Zhao et al., 2008 51
180 Cosin et al., 2009 49
360 Liu et al., 2009 21
-1154G>A  1.625 Freathy et al., 2006 33
108 Biselli et al., 2008 30
180 Cosin et al., 2009 31
360 Liu et al., 2009 22
219 Kim et al., 2005 40
+405G>C 102 Summers et al., 2005 31
334 Errera et al., 2007 35
140 Gentilini et al., 2008 31
180 Cosin et al., 2009 31
+936C>T 108 Biselli et al., 2008 13
253 Fang et al., 2009 13
353 Guan et al., 2009 12
360 Liu et al., 2009 17
199 Lamp et al., 2010 17
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Tabela 2. Frequéncia (%) dos alelos de KDR nas diferentes populacbes de mulheres

saudaveis.

SNPs N Referéncias Europa®  Asia” Oceania’

50
-604T>C 1083 Andraweera et al., 2012

230 Rah et al., 2013 2
124 Nouri et al., 2014 50
912 Forsti et al., 2007 1

1192C>T
580 Kang et al., 2013 14
230 Rah et al., 2013 0
124 Nouri et al., 2014 8

1719T>A 912 Forsti et al., 2007 4
580 Kang et al., 2013 45
230 Rah et al., 2013 15
124 Nouri et al., 2014 24

aMulheres da Austria e Alemanha. "Mulheres da Coréia e China. “Mulheres da Australia e Nova Zelandia.
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A identificacdo de variantes genéticas responsaveis pela susceptibilidade da
endometriose tem sido cada vez mais estudada nos ultimos anos (NYHOLT et al., 2012;
ALBERTSEN et al., 2013; RAHMIOGLU et al., 2014). Diversos trabalhos tém investigado a
associacdo de SNPs nos genes VEGF e KDR com a suscetibilidade de desenvolvimento da
endometriose devido ao papel do VEGF e de seu receptor, VEGFR2, no estabelecimento das
lesBes endometridticas (TROVO-MARQUI, 2012; KANG et al., 2013; LI et al., 2013).

2.3.2. Associacdo dos polimorfismos do VEGF e do KDR no desenvolvimento da

endometriose.

Estudos do tipo caso-controle tém sido realizados, em diferentes populacGes, para
avaliar a magnitude de associacdo entre os polimorfismos no gene VEGF com o
desenvolvimento da endometriose, entretanto, os resultados das analises ainda séo
controversos (HSIEH et al., 2004; KIM et al., 2005; BHANOORI et al., 2005; IKUHASHI et
al., 2007; GENTILINI et al., 2008; ZHAO et al., 2008; KIM et al., 2008; COSIN et al., 2009;
LIU et al., 2009; LAMP et al., 2010; ATTAR et al., 2010; TOKTAM et al., 2010;
ALTINKAYA et al, 2011; EMAMIFAR et al, 2012; ROTMAN et al., 2013;
SALIMINEJAD et al., 2013; VANAJA et al., 2013; KANG et al., 2013; HENIDI et al., 2015;
SZCZEPANSKA et al., 2015).

Considerando o polimorfismo -2578C>A, localizado na regido promotora do gene
VEGF, trés trabalhos distintos mostraram associacGes diferentes com o desenvolvimento da
endometriose. Liu e colaboradores, em 2009, observaram que o alelo A foi associado com o
efeito protetor (OR = 0,34, IC 95% = 0,17-0,70) para o desenvolvimento da endometriose em
mulheres chinesas, corroborando com Lamp e colaboradores, que observaram uma associacao
negativa na presenca do alelo A (OR = 0,40, IC 95% = 0,20-0,78) quando analisaram
mulheres estonianas (LIU et al., 2009a; LAMP et al., 2010). Em contraste, em 2008, Zhao e
colaboradores, estudaram 1.917 australianas e ndo observaram associagdo do SNP -2578C>A
com a endometriose (ZHAO et al., 2008).

Dos doze estudos ja publicados na literatura com SNP VEGF -460T>C (HSIEH et al.,
2004; BHANOORI et al., 2005; KIM et al., 2005; IKUHASHI et al., 2007; ZHAO et al.,
2008; COSIN et al., 2009; LIU et al., 2009; ATTAR et al., 2010; ALTINKAYA et al., 2011;
EMAMIFAR et al., 2012; HENIDI et al., 2015; SZCZEPANSKA et al., 2015), apenas um,
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em 2004, observou uma associagéo positiva com a endometriose na presenca do alelo T e do
genotipo TT quando analisaram 122 mulheres chinesas com endometriose e compararam com
131 controles (HSIEH et al., 2004).

Para 0 SNP -1154G>A, localizado na regido promotora do gene VEGF, dois estudos
realizados, respectivamente nos Estados Unidos (ROTMAN et al., 2013) e na Estonia (LAMP
et al., 2010), ndo observaram associagdo com a endometriose. Entretanto, Liu e
colaboradores, observaram que o alelo A teve uma associacdo negativa (OR: 0.26, IC 95%
0,11-0.67) no desenvolvimento da endometriose em mulheres chinesas (L1U et al., 2009).

Considerando o SNP VEGF +405G>C, quatro estudos realizados em mulheres
coreanas (KIM et al., 2005), italianas (GENTILINI et al., 2008), da Turquia (ATTAR et al.,
2010) e do Irfd (EMAMIFAR et al., 2012) revelaram um aumento de risco no
desenvolvimento da endometriose na presenca do alelo C, contudo, outros dois estudos
mostraram resultados contrarios, observando um efeito protetor a endometriose em mulheres
indianas (BHANOORI et al., 2005) e da Turquia (ALTINKAYA et al., 2011). Recentemente,
Szczepanska e colaboradores (2015), observaram que o SNP +405G>C ndo esta associado
com o desenvolvimento da endometriose, corroborando com cinco quatro trabalhos anteriores
que avaliaram esse mesmo SNP (KIM et al., 2005; ZHAO et al., 2008; COSIN et al., 2009;
LAMP et al., 2010; SALIMINEJAD et al., 2013; HENIDI et al., 2015).

Em relacdo ao SNP VEGF +936C>T, localizado na regido 3’UTR, quatro trabalhos
realizados nas populacbes australiana, chinesa, estoniana e polonesa, ndo observaram
associacdo com a endometriose (ZHAO et al., 2008; LIU et al., 2009; LAMP et al., 2010;
SZCZEPANSKA et al., 2015). Contrariamente, em mulheres japonesas (IKUHASHI et al.,
2007), espanholas (COSIN et al., 2009) e tunisianas (HENIDI et al., 2015) foi observado uma
associacdo positiva na presenca do alelo T com um risco aumentado de aproximadamente 2
vezes para o desenvolvimento da endometriose.

Para os SNPs do gene KDR, estudos tém sido realizados em diversas doencas,
incluindo céncer de mama, doenga coronaria, insuficiéncia ovariana prematura (POF), e
aborto espontaneo recorrente (RSA) (FORSTI et al., 2007; WANG et al., 2007; SU et al.,
2011; RAH et al., 2012; RAH et al., 2013). Na endometriose, apenas um estudo do tipo caso-
controle avaliou a magnitude de associacdo entre cinco SNPs (KDR 1192C>T, 1719T>A,
+31C/T, IVS6+54T>C e 1VS25-92G>A) e o desenvolvimento da endometriose em mulheres

chinesas. Como resultado foi observado associagcdo apenas na presenca do alelo T do
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SNP1192C>T (OR = 0,74, IC 95% = 0,57 -0,95), revelando uma protecdo no
desenvolvimento da doenca (KANG et al., 2013).

Até o inicio deste trabalho ndo existiam dados na populacdo brasileira sobre a
associacdo entre SNPs do gene VEGF e do KDR e o desenvolvimento da endometriose. A
investigacdo para o melhor conhecimento da funcionalidade dos polimorfismos nesses genes e
suas associagbes com a endometriose pode levar a uma melhor compreensdo da etiologia da
endometriose, servindo como base no entendimento da doenca e contribuindo para um
diagnostico efetivo e menos invasivo. Além disso, como a endometriose é sabidamente uma
doenca heterogénea e que a intensidade dos sintomas ndo estd relacionada ao grau de
gravidade da doencga (GIUDICE, 2010), é importante encontrar marcadores moleculares que
viabilizem um diagndstico precoce antes do procedimento. Assim, surgi a possibilidade de se
estudar a magnitude de associacdo entre SNPs de VEGF e do KDR com as diferentes

manifestagdes clinicas da doenca.

2.3.3. Associacdo dos polimorfismos do VEGF e do KDR e caracteristicas clinicas da

endometriose.

A endometriose estd associada a infertilidade grave e incapacitante, a sintomas
dolorosos, incluindo dor pélvica cronica, dismenorréia e dispareunia (BELLELIS et al.,
2010). Além disso, esta patologia pode afetar negativamente o desenvolvimento do embrido ja
gue eventos nucleares e citoplasmaticos aberrantes em embriGes sdo seis vezes mais
propensos em mulheres com endometriose quando comparado com mulheres sem a doenga
(BRIZEK et al., 1995; ZYGMUNI et al., 2003).

Os mecanismos envolvidos no surgimento dos sintomas da endometriose ainda nao
sdo conhecidos e nem todas as pacientes experimentam a mesma sintomatologia (GIUDICE,
2010). Com isso alguns estudos avaliaram a associagéo entre polimorfismos do VEGF e do
KDR com sintomas relacionados a endometriose. Em 2005, Kim e colaboradores observaram
que a distribuicdo genotipica do polimorfismo VEGF +405G<C foi significativamente
diferente, com um predominio do gen6tipo 405CC entre os casos de endometriose inférteis
qguando comparadas com mulheres ferteis (P = 0,02) (KIM et al., 2005). J4 em 2009, Cosin e
colaboradores, estudaram a associacdo de SNPs do VEGF em 186 casos de endometriose em

comparagdo com 180 mulheres férteis na populacdo espanhola e verificaram uma maior
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frequéncia do alelo 936T nas mulheres férteis. No entanto, a distribuicdo de genotipos e as
frequéncias dos alelos dos polimorfismos -460T<C e 405G<C foram semelhantes nos dois
grupos (COSIN et al., 2009).

Lee e colaboradores, em 2010, avaliaram a associacdo de polimorfismos do gene
VEGF com a ocorréncia do aborto espontaneo recorrente em mulheres coreanas e observaram
que a frequéncia do SNP VEGF 1154G>A e os haplotipos AAGT e CAG (-2578C>A, -
1154G>A, 405G>C, 936C>T) é significativamente diferente entre caso e controle, sugerindo
que estes polimorfismos podem ser um determinante genético para o risco de aborto
espontaneo recorrente (LEE et al., 2010).

Em 2011, Su e colaboradores, estudaram a associacdo de SNPs e haplétipos VEGF e
seu receptor com o aborto esponténeo recorrente. Como resultado os autores observaram
diferencas significativas nas frequéncias dos haplétipos ATG do VEGF (rs3025033,
rs3025035, rs10434) e ACATG do KDR (rs17709898, rs6838752, rs1870377, rs7654599,
rs3828550) quando compararam casos de endometriose com controles (P< 0,05), sugerindo o
papel da via VEGF-VEGFR2 no aborto espontaneo recorrente (SU et al., 2011).

A endometriose parece afetar, de forma negativa, cada parte do processo reprodutivo,
porém a relacdo de causa e efeito entre a endometriose e a redugdo de fecundacdo ainda ndo
foi estabelecida. Portanto, existe a necessidade da continua investigacdo sobre a presenca da
infertilidade associada a endometriose, principalmente, em relacdo aos fatores genéticos que

possam estar envolvidos na fisiopatologia da doenca.

38



3. JUSTIFICATIVA

A endometriose é uma doenca ginecologica de elevada frequéncia, acometendo cerca
de 10% das mulheres em idade reprodutiva, sendo considerado um problema de satde publica
relevante, com elevado custo de diagndstico e tratamento, além do diagnostico ser invasivo e
do arsenal terapéutico ser limitado. Um dos principais fatores para o estabelecimento e
progressdo da endometriose € a angiogénese, sendo o VEGF um dos principais fatores pro-
angiogénicos. Nosso grupo ja verificou que distribuicdo do VEGF e seu receptor (KDR) sao
significativamente maiores em amostras de diferentes tipos de endometriose quando
comparado ao controle. Além disso, a angiogénese, via VEGF-KDR é um aspecto critico na
fisiopatologia da doenca.

Com o intuito de avaliar o perfil genético de casos de endometriose para tentar
explicar a etiologia da doenca, bem como para auxiliar no diagnostico precoce e menos
invasivo da endometriose, realizaremos um estudo caso-controle para avaliar a magnitude de
associacdo entre polimorfismos dos genes VEGF e KDR no desenvolvimento e grau da
endometriose, em virtude do papel fundamental destes fatores na cascata de sinalizacdo via
VEGF-VEGFR2 na etiologia da endometriose.
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Avaliar o papel dos SNPs de VEGF (-2578C>A, -460T>C, -1154G>A, +405G>C e
+936C>T) e do KDR (-604 T>C, 1192C>T e 1719T>A) na etiologia da endometriose.

4.2. Especificos

4.2.1. Determinar a frequéncia (genotipica, alélica e haplotipica) dos SNPs do VEGF (-
2578C>A, -460T>C, -1154 G>A, +405G>C e +936C>T) e do KDR (-604 T>C, 1192C>T e
1719T>A) em pacientes com endometriose e em mulheres com o diagndstico negativo da
doenga;

4.2.2. Avaliar a magnitude de associagdo dos SNPs estudados e o desenvolvimento da
endometriose, assim como a gravidade da doenca;

4.2.3. Verificar o efeito combinado dos SNPs estudados nos genes VEGF e KDR com o
desenvolvimento da endometriose e com a presenca dos sintomas clinicos;

4.2.4. Realizar uma revisdo sistematica dos estudos caso-controle que avaliaram a
magnitude de associagdo dos SNPs dos genes VEGF e KDR no desenvolvimento da

endometriose, além de descrever as diferencas metodoldgicas dos estudos revisados.
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5. MATERIAIS E METODOS

Visando atingir os objetivos especificos serdo realizados duas metodologias distintas.
Assim, o0s objetivos especificos 4.2.1. a 4.2.3. foram alcancados realizando um estudo
analitico observacional do tipo caso-controle, ao passo que para responder ao objetivo
especifico 4.2.4. foi realizada uma reviséo sistematica da literatura.

5.1. ESTUDO CASO-CONTROLE
5.1.1. Delineamento do estudo

Neste projeto foi realizado um estudo analitico observacional do tipo caso-controle de

base hospitalar em mulheres residentes dos municipios de Sao Paulo e do Rio de Janeiro.

Um estudo caso-controle é um estudo epidemioldgico analitico observacional em que
um grupo de casos, individuos com a doenca, € comparado, quanto a exposi¢do a um ou mais
fatores de risco, a um grupo de individuos semelhante ao grupo de casos, chamado de controle
(sem a doenca) (SCHULZ et al., 2002). Em comparagéo a outros tipos de estudos, 0s de caso-
controle podem levar a achados importantes e eficientes em termos de tempo relativamente
curto com poucos recursos financeiros. E amplamente utilizado no estudo de doencas raras ou
com longo periodo de inducdo e exposicdes frequentes. Entretanto, estudos de caso-controle
tendem a ser mais suscetiveis a vieses que outros desenhos analiticos epidemioldgicos
(SESSO et al., 1987). O viés é um erro na forma como os individuos s&o recrutados para o
estudo (selecdo) ou na maneira pela qual as variaveis sdo medidas (informacéo), que distorce
a estimativa da medida de efeito (REGO, 2010).

A definicdo de caso € um ponto critico em um estudo de caso-controle sendo 0s
critérios de diagnosticos e os de elegibilidade dois aspectos fundamentais para a selecdo dos
individuos doentes. O objetivo é assegurar que todos os verdadeiros casos tenham igual
probabilidade de entrar no grupo, e que nenhum falso caso seja selecionado. A incluséo
desses Ultimos distorceria a estimativa da medida de associa¢do na dire¢do da hipotese nula
(CHECKOWAY, 1989; LASKY & STOLLEY, 1994).

A selecdo do grupo controle requer um cuidado especial, e talvez seja o principal

desafio para a garantia da validade do estudo. O grupo controle é formado por pessoas que
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ndo tém a doenca sob investigacdo, mas que podem ter outra(s), ou seja, ndo € necessario que
essas pessoas sejam sadias, 0 que evita um viés de informacdo. E fundamental que os
individuos, tanto do grupo caso, quanto do grupo controle, sejam selecionados sem nenhuma
base de conhecimento sobre a exposicdo. Além disso, o grupo controle é diretamente
determinado pela definicdo e selecdo do grupo casos, ou seja, casos e controles devem ser
amostrados de uma mesma fonte (ZONDERVAN et al., 2002a).

5.1.2. Populagéo de estudo
5.1.2.1. Selecdo da Populagéo

Este estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Caracteriza¢do de polimorfismos
em genes envolvidos com a predisposi¢do do desenvolvimento da endometriose”, iniciado em
marco de 2011, e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Federal dos
Servidores do Estado (HFSE), do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP) e do Hospital Moncorvo Filho.

As participantes do presente estudo foram recrutadas em quatro hospitais publicos,
sendo trés localizados no Rio de Janeiro, o0 HFSE, o Hospital Federal da Lagoa (HFL) e o
Hospital Moncorvo Filho, e um localizado em Séo Paulo, HC-FMUSP. No HFSE as coletas
ocorreram entre marco de 2011 a setembro de 2015, no HC-FMUSP foram realizadas no
periodo de mar¢o a dezembro de 2012, no HFL, entre novembro de 2013 a novembro de 2015
e no Moncorvo Filho, entre janeiro de 2015 a novembro de 2015. Todas as mulheres
convidadas a participar do estudo receberam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) (ANEXO I e Il) e apds assinarem foram incluidas no projeto.
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5.1.2.2. Populagdo elegivel

Os critérios de inclusdo para a participacdo do presente estudo foram mulheres com
idade entre 18 e 55 anos, submetidas a cirurgia do tipo laparoscopia ou laparotomia nas
unidades hospitalares envolvidas no estudo, com qualquer indicacdo de diagnostico e/ou
tratamento ginecologico, conforme fluxograma apresentado na figura 8. As mulheres com
diagnostico positivo de endometriose, seguido de confirmacdo histopatoldgica da doenca,
foram incluidas no grupo de casos, enquanto que as mulheres com diagndstico cirurgico

negativo de endometriose e sem historico da doenga foram incluidas como grupo controle.

Como critérios de exclusdo foram considerados as mulheres do estudo que
apresentarem alguma neoplasia maligna de qualquer natureza ou presenca de adenomiose.
Foram considerados como perda as mulheres que se recusaram em coletar o material
biologico (sangue periférico) ou que a amostra ndo amplificou na andlise de PCR, e as

pacientes que tiverem a cirurgia cancelada por qualquer razéo.

Pacientes submetidas
a cirurgia ginecoldgica
(N =584)

Perdas (N =16):
Recusa em coletar material
L biolégico e cirurgia

Critérios de exclusio ]
(N = 52): Neoplasia
maligna de qualquer

natureza e adenomiose

cancelada

{ Populacio elegivel ]

Controles ] rPacientes com Endometriose
(N =223) J L (N =293)

Figura 8. Fluxograma do estudo

5.1.3. Coleta de Dados

5.1.3.1. Questionario
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Foi utilizado o banco de dados do projeto original, que foi preenchido com base em
um questionario (ANEXO II1), que contém 78 perguntas divididas em 12 itens, sendo a
maioria de mdltipla escolha para o facil e rapido preenchimento. Cada questionario foi
identificado com o numero proprio do projeto, seguido do prontuario da voluntaria do hospital

de captacdo, nome da paciente e data de nascimento.

Neste projeto utilizamos a idade, paridade e o histérico familiar de endometriose
como variaveis socio-demograficas, 0 peso e a altura para calcular o indice de massa corporal
(IMC), como varidvel antropométrica e dentre as varidveis clinicas foram consideradas a
menarca, 0 tipo de cirurgia realizada, o sitio/local da endometriose, a profundidade do
implante, o grau de estadiamento da doenca, os sintomas relacionados a endometriose, como a
dismenorreia, dor pélvica crénica, dispareunia, sintomas urinarios ou intestinais ciclicos, além

das caracteristicas reprodutivas, como o tipo de infertilidade e 0 nimero de abortos.

5.1.3.2. Coleta de sangue e extracdo de DNA

Apds obtencdo do TCLE assinado e do Questionario devidamente preenchido foi
coletada uma amostra de sangue periférico (3 mL) em tubo contendo &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) devidamente identificado no dia da cirurgia ou durante as consultas de
rotina das pacientes nas unidades hospitalares onde foram recrutadas. O sangue coletado foi
encaminhado em recipiente adequado para transporte de material biolégico, como é
preconizado pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para o laboratério de Pesquisa
de Ciéncias Farmacéuticas (LaPesF) do Centro Universitario da Zona Oeste (UEZO) para

posterior extracdo de DNA e genotipagem dos polimorfismos.

O DNA gendmico foi extraido utilizando o kit de extracdo de DNA gendmico
(Genomic DNA Extraction, Real Biotech Corporation), conforme procedimentos
recomendados pelo fabricante. Em resumo, foram adicionados 200 ul de sangue, em um tubo
eppendorf contendo 20 pl de Proteinase K (10mg/mL). Em seguida, o tubo eppendorf foi
mantido em temperatura ambiente por 5 a 10 minutos. Depois adicionado 200 pl de GB
Buffer no tubo eppendorf para a lise das células, incubando-o por 10 minutos, apds mistura no
vortex. O processo de extracdo foi realizado com etanol (96-100%), seguido da retencdo do
DNA em coluna especifica (Real Biotech Corporation). O DNA foi recuperado com o tampéo

de lavagem Wash Buffer e centrifugado. E para finalizar, foi adicionado ao DNA extraido o
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tampé&o de eluicdo Evolution Buffer. As amostras de cada participante foram colocadas em
micro tubos de 1500 pul, devidamente etiquetados, com o cédigo interno da voluntéria, a data
de extracdo, e em seguida, foram armazenadas em freezer (-20°C) para posterior analise de

genotipagem.

5.1.3.3. Genotipagem

A genotipagem dos cinco SNPs do gene VEGF -2578C>A (rs699947), -460T>C
(rs833061), -1154G>A (rs1570360), +405G>C (rs2010963), +936C>T (rs3025039) e dos trés
SNPs do gene KDR-604 T>C (rs2071559), 1192C>T (rs2305948) e 1719T>A (rs1870377) foi
realizada pela técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real no laboratério
LaPesF da UEZO. O DNA foi amplificado utilizando oligonucleotideos especificos e a
identificacdo dos polimorfismos foi realizada utilizando sondas TagMan exclusivas para cada

SNP, validadas e adquiridas da empresa Applied Biosystems (Tabela 3).
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Tabela 3. Ensaios TagMan (sondas e oligonucleotideos) para genotipagem dos SNPs estudados dos genes VEGF e KDR.

Ensaios .
SNP Regido
TaqMan

Sonda [SNP]

Oligonucleotideos

rs699947 C_8311602_10 RP

rs833061 C_1647381_10 RP

rs1570360  C_1647379_10 RP

rs2010963  C_8311614 10 5’-UTR

rs3025039 C_16198794_10 3’-UTR

rs2071559  C_15869271-10 RP

rs2305948 C_ 22271999 20 Exon7

Exon

rs1870377 C__11895315_20 1

GCCAGCTGTAGGCCAGACCCTGGCA[JA/C]GATCTGGGTGGATAATCAGACTGAC

GAGTGTGTGCGTGTGGGGTTGAGGG[C/T]IGTTGGAGCGGGGAGAAGGCCAGGGG

AGCCCGGGCCCGAGCCGCGTGTGGA[A/G]GGGCTGAGGCTCGCCTGTCCCCGCC

CGCGCGGGCGTGCGAGCAGCGAAAG[C/G]GACAGGGGCAAAGTGAGTGACCTGC

GCATTCCCGGGCGGGTGACCCAGCA[C/T]IGGTCCCTCTTGGAATTGGATTCGCC

GAAAACGCACTTGCCCAGTTCGCCA[A/G]CATTCCCGCTATTTCCCAAAATATT

TACAATCCTTGGTCACTCCGGGTTA[C/TJACCATCTATAGTTAAGGTGCTCAAA

GGTATGGGTTTGTCACTGAGACAGC[A/TITGGCTATAAGAAAGAGATAACAGCG

5’-GGATGGGGCTGACT AGGTAAGC-3’
5’-AGCCCCCTTTTCCT CCAAC-3’
5-TGTGCGTGTGGGGTTGAGAG-3'
5-TACGTGCGGACAGGGCCTGA-3'
5’-TCCTGCTCCCTCCT CGCCAATG-3’
5’-GGCGGGGACAGGC GAGCATC-3’
5-TTGCTTGCCATTCCCCACTTGA-3’
5-CCGAAGCGAGAACAGCCCAGAA-3'
5’-AAGGAAGAGGAGAC TCTGCGC-3”
5’-TATGTGGGTGGGT GTGTCTACAG-3’
5’-CGCCAAATATTTTGGGAAATAGCGGGAAAG-3’
5’-TTGTTTGGCCAGTATAATTGTAGTTTAAAACG-3’
5’-GTACAATCCTTGGTCACTCCGGGGTA-3’
5’-TATGCTGTGCTTTGGAAGTTCAGTCAACTC-3’
5’-TGGAAGTCCTCCACACTTCTCCAT-3’

5’-AAGGAGCCCAGTGGCTTCTAAGTT-3’

RP ¢ a Regido Promotora, 5’-UTR ¢ a Regido 5°-Nao traduzida , 3’-UTR ¢ a Regido 3°- N&o tra
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Para todos os ensaios as reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em um volume
final de 8 pl, com 30 ng de DNA, 1x Tagman Universal Master Mix (Applied Biosystems), 1x de
cada ensaio especifico de oligonucleotideo e sonda, e H,O g.s.p. As condi¢cdes da PCR foram:
95°C por 10 minutos, acompanhados de 40 ciclos de desnaturacdo a 92°C por 15 segundos e
anelamento a 60°C por 1 minuto. A deteccdo dos alelos foi realizada apés 1 minuto a 60°C no
aparelho 7500 Real-Time System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e, em seguida, 0s

gendtipos foram determinados diretamente, conforme ilustrado na figura 9 e 10.

Allelic Discrimination Plot
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Figura 9. Exemplo da determinacéo dos gen6tipos do SNP VEGF -2578C>A por PCR em tempo real. Em azul estdo
os individuos com genétipo homozigoto selvagem VEGF -2578CC; em verde, os heterozigotos VEGF -2578CA e, em
vermelho, os homozigotos variantesVEGF -2578AA. O quadrado em preto é o controle negativo, enquanto o X, em

preto, indica as amostras que ndo amplificaram.
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Allelic Discrimination Plot
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Figura 10. Exemplo da determinacéo dos genotipos do SNP KDR -604T>C por PCR em tempo real. Em azul estéo os

individuos com gendtipo homozigoto selvagem KDR-604TT; em verde, o0s heterozigotos KDR-604TC e, em

vermelho, 0os homozigotos variantesKk DR-604CC. O quadrado em preto é o controle negativo, enquanto o x, em preto,

indica as amostras que ndo amplificaram.
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5.1.4. Anélise de Dados

Para o calculo do tamanho amostral deste estudo foi utilizado o programa Epi Info 7,
versdao 7.1.3. (http://wwwn.cdc.gov/epiinfo/html/downloads.htm) para detectar uma diferenca

entre 0s grupos caso e controle, assumindo um poder de 0,8 e 5% de erro do tipo I.

Os questionarios tiveram entrada dupla no banco de dados e foi efetuada uma avaliacao
qualitativa da coleta das informacGes com uma revisdo criteriosa de todos 0s questionarios

coletados.

As variaveis continuas do estudo foram apresentadas como média + desvio padréo (DP) e
as diferencas entre as médias foram avaliadas utilizando o teste t de Stundent, enquanto que 0s
dados categoricos foram expressos em porcentagem e avaliados pelo teste Qui-quadrado de Person

(X?) ou teste exato de Fisher, quando necessario.

A frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos dos genes VEGF e KDR foi
determinada por contagem direta dos alelos, e em seguida foi calculado o equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE). O coeficiente dos haplétipos e os padrdes de desequilibrio de ligacdo (D' que é
o grau de desequilibrio no médulo e o R? que é o grau de correlagdo) foram inferidos utilizando o
programa Haploview (Haploview version 4.2), com base no algoritmo de maximizacdo de
expectativa (Barrett et al., 2005). As frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas entre 0s
grupos estudados, casos e controles, foram comparadas pelo teste 2 ou, quando for o caso, o teste

exato de Fisher.

Para avaliar a magnitude de associacgéo entre a exposicao de interesse (SNPs de VEGF e do
KDR) e o desenvolvimento da endometriose foi realizada uma regressao logistica multivariada nao
condicional, sendo obtidas razdes de chance (OR) e seus respectivos intervalos de confianga (IC
95%), ajustados por variaveis selecionadas com P = 0,20 para controlar os possiveis fatores de

confundimento.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS, versdo

20.0 e um valor de P menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5.1.5. Aspectos Eticos

Todos os aspectos éticos e legais referentes as fases do projeto foram respeitados de acordo
com a resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude, revista na Resolucdo CNS/MS n° 466, de
12 de dezembro de 2012, que contém diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos. Assim, todas as mulheres convidadas a participar do estudo receberam
0 TCLE e foram orientadas a Ié-lo cuidadosamente e a inquirir a respeito de qualquer duvida
quanto ao projeto. As voluntarias que concordaram em assinar o TCLE receberam uma cdpia
original deste documento assinada pelo pesquisador principal. O projeto original foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HFSE (N° 000.414/2011) (ANEXO 1V), do
HC-FMUSP (N°09010/2011) (ANEXO V) e do Moncorvo Filho (CAAE: 45941715.5.0000.5275)
(ANEXO VI). Todas as informacdes pessoais serdo mantidas em sigilo e serdo utilizadas apenas
pelos investigadores envolvidos no estudo.O projeto atual, para avaliar a magnitude de associagéo
dos SNPs do VEGF e KDR no desenvolvimento da endometriose foi aprovado pelo CEP da Escola
Nacional de Saude Puablica Sergio Arouca (ENSP) (CAAE: 45025915.4.0000.5240) (ANEXO
VII).

5.2. METODOLOGIA DA REVISAO SITEMATICA

5.2.1.Estratégia de Busca

Para identificar todos os estudos publicados até o dia 1 de setembro de 2015, sobre as
associagdes entre SNPs de VEGF e/ou KDR e o desenvolvimento da endometriose foi realizada
uma avaliagdo dos titulos e dos resumos (abstracts) dos estudos encontrados por dois
pesquisadores (J.V.C. e J.A.P), de forma independente e “cegada”, na base de dados do PubMed,
MEDLINE, BVS e Scielo, utilizando os seguintes descritores: (“endometriosis” OR
“endometriose”) AND (“polymorphism” OR “polimorfismo” OR “SNP” OR “genetic
polymorphism” OR “polimorfismos genéticos”) AND (“VEGF” OR “Vascular endotelial growth
factor” OR “Fator de crescimento endotelial vascular” OR “VEGFR-2” OR “Vascular endotelial
growth fator-2” OR “Fator de crescimento endotelial vascular-2” OR “KDR” OR “Kinase Insert
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Domain Receptor” OR “Receptor do dominio de insercdo da cinase”). Os estudos foram
selecionados seguindo os critérios de inclusdo e exclusdo, pré-selecionados, conforme descritos a

sequir.

5.2.2. Critério de Incluséo e de Excluséo

Como critério de inclusdo para esta revisdo foram selecionados estudos que utilizaram um
desenho do tipo caso-controle e que avaliaram associagdes entre polimorfismos do gene VEGF
e/ou KDR e o desenvolvimento da endometriose. Quanto ao periodo de publicagdo foram
incluidos artigos publicados até setembro de 2015, sem restri¢do de idioma.

Os critérios de exclusdo dos estudos foram: (i) auséncia de uma populacdo controle; (ii)
dados de associagfes incompletos; (iii) dados em duplicata; (iv) meta-analise, revisao, cartas,
comentérios ou artigos editoriais; (v) aqueles que nao analisaram SNPs no VEGF e/ou KDR; (Vi)
0s que nao incluiram pacientes com endometriose; (vii) e aqueles aos quais ndo tivemos acesso ao

texto na integra.

5.2.3. Coleta de dados

Depois de realizada a estratégia de busca na base de dados do PubMed, MEDLINE, BVS e
Scielo dos artigos que estudaram SNPs nos genes VEGF e/ou KDR com o desenvolvimento da
endometriose, as seguintes informacdes foram extraidas: primeiro autor; ano de publicacéo;
revista; pais em que o estudo foi realizado; niUmero de casos e controles; média de idade dos casos
e controles com seus respectivos desvios de padrdo e/ou intervalo; critérios de
selecdo/elegibilidade e exclusdo dos casos de endometriose e dos controles; estadiamento da
endometriose; fonte dos controle; tipo de SNP; técnica de genotipagem utilizada para identificagcéo
dos SNPs estudados; dados de frequéncia alélica e genotipica dos SNPs e dado estatistico da razdo

de chances (OR), com seus respectivos intervalos de confianga 95% (IC 95%).
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5.2.4. Avaliagdo da qualidade dos estudos incluidos

Dois revisores (J.V.C. e J.A.P), independentemente, avaliaram a qualidade metodoldgica
dos 19 estudos incluidos nesta revisdo, utilizando os critérios do instrumento STROBE
(Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology) (MALTA, 2010; VON,
2007). Vinte e dois itens de avaliacdo receberam uma pontuacdo de 0 a 1. Esses itens referem-se
ao titulo e resumo do artigo (item 1), a introducédo (itens 2 e 3), aos métodos (itens de 4 a 12), aos
resultados (itens de 13 a 17), a discussdo (itens de 18 a 21) e a informacao sobre o financiamento
(item 22). Depois da avaliacdo de todos os critérios, cada artigo recebeu uma nota de 0 a 22 de
cada pesquisador. Para a pontuacdo final foi realizada uma média das duas notas, sendo
transformada em percentual para melhor avaliar a qualidade dos artigos. Os revisores definiram,
previamente, que 0s artigos que atingissem um percentual superior a 50% seriam considerados

satisfatorios.
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6. RESULTADOS

Os dados obtidos neste estudo constituiram trés artigos e serdo apresentados
individualmente em trés partes, assim denominadas: Influéncia dos SNPs de VEGF no
desenvolvimento da endometriose; Efeito combinado dos SNPs de VEGF e KDR na
suceptiblidade da endometriose e nos sintomas da doenca; Revisdo sistematica: Estudos caso-

controle que avaliaram os SNPs nos genes VEGF e/ou KDR no desenvolvimento da endometriose.

6.1. Influéncia dos SNPs de VEGF no desenvolvimento da endometriose

Neste artigo foi avaliado a influéncia de cinco SNPs do gene VEGF (-2578C>A, -460T>C, -
1154G>A, +405G>C e +936C>T) no desenvolvimento da endometriose, em mulheres atendidas
em dois hospitais publicos brasileiros, um no Rio de Janeiro (HFSE) e outro em Séo Paulo (HC-
FMUSP). Este foi o primeiro estudo a avaliar a influéncia combinada dos cinco SNPs de VEGF
mais comuns com o desenvolvimento da endometriose. Participaram deste estudo 182 casos com
confirmacdo histopatogica de endometriose, sendo 40 recrutadas no HFSE e 142 no HC-FMUSP;
e 112 mulheres com diagnoéstico laparoscépico negativo da doenca (71 recrutadas no HFSE e 41
no HC-FMUSP).

N&o houve diferenca significativa na média de idade entre os casos de endometriose (35.8 +
8.6) e os controles (34.5 £ 6.4). Entretando, houve uma predominancia significativa do IMC baixo
e/ou normal (<24,9) para os casos de endometriose (75,1%), enquanto que os controles tinham
uma predominancia de pacientes acima do peso ¢/ou obesos (>40) (58,4%). Observou-se também
que pacientes com endometriose apresentavam uma maior prevaléncia de dismenorreia (51,7%),
dor pélvica cronica (51,7%), dispareunia (57,5%) e infertilidade (primaria e secundaria) (46,9%).
Todos os SNPs estudados estavam em HWE na populagéo total do estudo e em cada grupo (casos
e controles). Foi observado diferencas significativas nas frequéncias alélicas e genotipicas entre
caso e controle na presenca do SNP VEGF -1154G>A (P=0,005 e P=0,01, respectivamente).
Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os dois grupos considerando as frequéncias
alélicas e genotipicas dos SNPs VEGF -2578C>A, -460T>C, +405G>C e +936C>T. O SNP

VEGF -1154G>A apresentou uma associacao positiva com a endometriose, considerando todos 0s
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casos da doenca (OR: 1,90; 95 % IC: 1,23 — 2,97), ou apenas pacientes com DIE (OR: 1,83; 95 %
IC: 1,16 — 2,90) e com os estagios Il e IV (OR: 1,97; 95 % IC: 1,21 — 3,19). Além disso,
observou-se que o hapldtipo VEGF CCGG (—2578C>A, —460T>C, —1154G>A e+405G>C) foi
associado com um efeito protetor na susceptibilidade da endometriose, considerando todos o0s
casos de endometriose (OR: 0,36; 95 % IC: 0,15 — 0,86), ou pacientes com DIE (OR: 0,37 95 %
IC: 0,15 — 0,90) e com os estagios Ill e IV (OR: 0,35; 95 % IC: 0,13 — 0,95). Nossos resultados

sugerem que 0s SNPs do gene VEGF podem estar associados com etiologia da endometriose.
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[ Abstract

Background: Endometriosis is regarded as a complex and heterogeneous disease in which genetic and environmental
factors contribute to the phenotype. The Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) plays important roles in the
pathogenesis of endometriosis. The present study was aimed at investigating the contribution of VEGF polymorphisms
as risk factors for the development of endometriosis. This is the first study to evaluate the combined influence of the
five most common VEGF polymorphisms.

Methods: This study was conducted at two hospitals from the Brazilian public health systemn, and comprised 294
women submitted to laparoscopic or laparotomy surgery: 182 patients had a histologically confirmed diagnosis of
endometriosis (cases), whereas 112 had no evidence of the disease (contrals). The VEGF polymaorphisms were
determined by TagMan real-time polymerase chain reaction. The odds ratio (OR) with their 95% confidence intervals
(Cl) were calculated using an unconditional logistic regression model.

Results: Endometriosis patients and controls did not differ regarding age distribution, whereas the body mass index
was significantly lower in endometriosis patients, when compared with controls (23.1 +39 versus 273+ 59, P < 0.001).
The evaluation of gynecological symptoms, including dysmenorrhea, non-cyclic chronic pelvic pain, dyspareunia and
infertility, indicates significantly higher prevalences armong endometriosis cases. The variant allele - 17544 was
significantly associated with endometriosis, either considering all cases (OR: 1.90, 95% Cl: 1.23-297), deep infitrating
endometriosis (DIE) (OR: 1.83, 95% Cl: 1.16-2.90) or moderate and severe endometriosis (stages lII-V) (OR: 1.97, 95%
Cl: 121-3.19). No significant differences were found in allele or genotype distributions of the -2578C > A, —460 T >
C, +405G = C and +936C > T polymorphisms between endometriosis cases and controls, A total of six haplotypes
were inferred derived from four polymorphisms (—2578C = A, —460 T> C, —1154G > A and +405G > C). There was

a protective association between CCGG haplotype and endometriosis, either considering all cases (OR: 0.36, 95%
Cl: 0.15-0.86), DIE (OR: 0.37 95% C1: 0.15 - 0.90) or stages |-V (OR: 0.35 95% Cl: 0.13 - 095).

Conclusions: The present results indicate a positive assocdiation between VEGF -1154G > A and the risk of
developing endometriosis, whereas the CCGG haplotype may be protective against the development of disease.
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Background

Endometriosis is a benign estrogen-dependent disease,
characterized by the presence and growth of endometrial
tissue outside the uterus, and represents one of the most
common benign gynecological disorders nowadays [1].
This disease is associated with infertility, severe and in-
capacitating painful symptoms, including chronic pelvic
pain, dysmenorrhea and dyspareunia [2,3]. It has been
estimated that endometriosis affects 10% of women of
reproductive age, but the real prevalence may even be
higher because it is often not diagnosed due to its het-
erogeneous clinical manifestation [4]. Endometriosis fre-
quently produces serious effects on professional, social
and marital life [5].

Despite many investigations about endometriosis, the
pathogenesis of the disease remains unclear, although
the predominant theory is that it is due to retrograde
menstruation [6]. In addition, endometriotic lesions re-
quire an adequate blood supply to survive in their ec-
topic sites, and angiogenesis represents a crucial step
during this process [7]. The development of new blood
vessels is a complex dynamic process, which is regulated
by a signal sequence of different angiogenic factors. The
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) is one of
the most potent angiogenic factors and several authors
postulated that it would be involved in the progress of
the ectopic lesions in endometriosis [8,9]. Accordingly,
our group demonstrated that VEGF-induced angiogen-
esis is a critical aspect in the pathophysiology of this
disease [10-12].

VEGF is encoded by the VEGF gene [13], which is poly-
morphic, with several single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in regulatory regions [14]. Recently, there is grow-
ing interest in investigating if VEGF SNPs may affect the
inheritable susceptibility to endometriosis [15-18]. The
results are conflicting, possibly due to the diversity of
populations studied and because endometriosis is a het-
erogeneous disease [15]. In addition, no investigation re-
garding the susceptibility to endometriosis considered the
combined effect of the five most studied VEGF SNPs
(-2578C>A, —460 T>C, -1154G > A, +405G >C and
+936C > T) in their possible haplotypes.

In the present work, we aimed to describe the fre-
quency of alleles, genotypes and haplotypes of five VEGF
SNPs among Brazilian women, and to evaluate their im-
pact on endometriosis susceptibility.

Methods

Study population

The case—control study was approved by the Human
Research Ethics Committee of the Hospital das Clinicas —
Faculdade de Medicina — Universidade de Sao Paulo and
of the Hospital Federal dos Sevidores do Estado (Protocols
number 910/11 and 414/11, respectively). All participating
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patients (n=294) provided written informed consent and
answered a questionnaire about their demographics and
preoperative painful symptoms. Data were obtained by in-
person interviews at two hospitals from the Brazilian pub-
lic health system, carried out from 2011 through 2013.

Patients assigned for laparoscopy or laparotomy for
gynecological procedures were considered eligible. In-
dividuals with any history or diagnosis of cancer or
adenomyosis were not included, since both are angiogenesis-
related pathologies [19,20]. One hundred eighty-two pa-
tients undergoing laparoscopy (n=174) or laparotomy
(n = 8) for the diagnosis and treatment of endometriosis
were enrolled as cases. The diagnosis of endometriosis,
after their operative findings, was confirmed histologi-
cally, according to the presence of endometrial glands
and/or stroma in the lesions. According to the revised
American Fertility Society classification, 71 (39.0%) pa-
tients had minimal or mild endometriosis (stages [-1I),
110 (60.4%) had moderate or severe endometriosis
(stages [I1I-1V) and 1 (0.6%) had these information miss-
ing. According to Nisolle and Donnez [21] three types
of disease must be considered: superficial endometriosis
(SUP), ovarian endometrioma (OMA) and DIE. The dis-
tribution of endometriotic patients according to their
worst endometriotic lesion was as follows: SUP (14
patients; 7.7%), OMA (17 patients; 9.3%) and DIE (151
patients; 83.0%).

Controls (n=112) were patients without visible endo-
metriosis at surgery and who reported no previous diagno-
sis of endometriosis. In the control group, surgical
laparoscopy (n =106) or laparotomy (n =6) was proposed
in order to perform tubal ligation (n =51) or treatment of
benign diseases, such as ovarian cysts (n=22), myoma
(n = 10), hydrosalpinx (n= 8) or other reasons (n=21).

The body mass index (BMI) was calculated as the
weight (kg) divided by the square of height (m?). Ac-
cording to WHO's expert committee [22], the weight
status is classified into five groups: underweight (BMI <
18.5), normal weight (185 <BMI=<249), overweight
(25<BMI £299), obesity (30<BMI<40) and morbid
obesity (BMI = 40).

The present study focused specifically on objective
symptoms, such as dysmenorrhea, chronic pelvic pain,
deep dyspareunia and infertility. As suggested in our
previous report [3], only severe and incapacitating symp-
toms of pain were included for statistical analysis pur-
poses. Infertility (primary or secondary) was defined by
the couple not being able to conceive after one year of
regular, contraceptive-free intercourse.

VEGF genotyping

Peripheral blood samples (3 mL) were collected in
EDTA tubes, and DNA was extracted by using a com-
mercial kit (Genomic DNA Extraction, Real Biotech
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Corporation) according to the manufacturer’ instructions.
A validated TagMan assay (VIC- and FAM-labeled) for de-
tection of each VEGF -2578C > A (rs699947), —4a60 T =
C (rs833061), —1154G > A (rs1570860), +405G > C (rs2010963),
+936C > T (rs3025039) SNPs was purchased from Applied
Biosystems. Table 1 summarizes the sets of probes and
primers used for each analysis. PCR amplification for
all SNPs was performed in 8 pL reactions with 30 ng
of template DNA, 1x TagMan Universal Master Mix (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA, USA), 1x each primer
and probe assay, and H,O g.s. Thermal cycling was ini-
tiated with a first denaturation step of 10 min at 95°C,
followed by 40 cycles of denaturation at 92°C for 15 s
and annealing at 60°C for 1 min. The allele-detection
process was performed on a 7500 Real-Time System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) to determine
the allelic discrimination.

Statistical analysis

Comparisons of age and BMI in the study groups were
performed using the Stundent's ¢ test, and data were pre-
sented as mean +standard deviation (SD). Otherwise,
the nominal data, such as spontaneous abortion, parity,
infertility and preoperative painful symptoms, as well as
the categories of BMI, were expressed as percentages
and evaluated by Chi-Square Test or Fisher's exact test,
where applicable.

Deviations from Hardy—Weinberg equilibrium (HWE)
were assessed by the goodness-of-fit ¥2 test. VEGF allele
frequency and genotype distribution were derived by
gene counting. Allele and genotype frequencies between
the groups were compared using the x2 test or, when ap-
propriate, the Fisher's exact test. The haplotype patterns
and linkage disequilibrium coefficients (D’ is degree of
imbalance in module and R” is degree of correlation)
were inferred using Haploview [23], based on the algo-
rithm of expectation and maximization [24]. The risk
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associations for endometriosis were estimated by the
odds ratio (OR) with 95% confidence interval {95% CI).
Confounding factors that could potentially influence the
risk for endometriosis (P = 0.20) were taken into account
in unconditional logistic regression models. All statistical
analyses were conducted using Statistical Package for
Social Sciences (SP5S Inc., Chicago, IL, USA) for Win-
dows, version 15.0 and a P value less than 0.05 was con-
sidered statistically significant.

Results

No significant difference was observed in the mean age
between the endometriosis patients (35.8 + 8.6) and the
control group (34.5 +6.4). Conversely, BMI, parity, num-
ber of spontaneous abortion, infertility and all preopera-
tive endometriosis symptoms were significantly different
between the two groups (Table 2). There was a predom-
inance of low or normal BMI values (=24.9) among
endometriosis patients (75.1%), whereas controls had a
predominance of overweight or obesity (58.4%), with
3.4% of patients showing morbid obesity (BMI = 40). The
distribution of endometriotic patients according to the
worst endometriotic lesion was as follows: DIE (151 pa-
tients; 83.0%) and not DIE (31 patients; 17.0%).

The VEGF -2578C>A, —-460 T>C, -1154G > A,
+405G > C, +936C > T SNPs were in HWE in the overall
study population and in each group (cases and controls).
Figure 1 and Table 3 show, respectively, the minor allelic
and genotypic frequencies of the VEGF SNPs. Significant
differences in the allele and genotype frequencies were
observed between the two groups with respect to the
-1154G >A (P=0005 and P =001, respectively). By
contrast, no significant differences were detected in al-
lele or genotype distribution of the -2578C>A, -460
T>C +405G > C, +936C > T SNPs between endometri-
osis patients and controls. The analysis of risk associa-
tions for the -1154G > A in developing either endometriosis

Table 1 Characterization of VEGF polymorphisms, probes and primers sequences for genotyping by TagMan real time

PCR
Identified SNP TagMan assays Region Probe [SNP] Primer
rs6ee947 C_B311602_10 PR GOOAGCTGTAGGLCAGACCCTGGCAIALC] 5-GLATGGGGCTGACT AGGTAAGCS!
GATCTGGGTGOATAATCAGACTGAC S AGCCCCETTTTOCT COAACS'
rsB33061 C_1647381_10 PR GAGTGTGTGOGTGTGLGETTGAGGGICT] S-TETGOGTATGGGGTTGAGAGS!
CITEOAGCCHUGAGAELEAGLGG S-TACGTROGGACAGLGLCTGA-S
rs1570360 C_1647379_10 PR AGCOCGGELOCCOAGICGOGTATHGARSG] 5'-TCCTGOTCCCTOO OLUCAATGS!
GGGITGAGGCTORCCTG TOCCCGOC S CCECEACACEE CACCATES!
rs2010963 C_B311614_10 5-UTR COOGCEEEIGTGOGAGCAGCGAAAGICIG] S-TIGCTTGCCATTCCOCACTTGA-S
GACAGLGLCAAAGTGAGTGACCTGE S O CAAGCCAGAACAGECCAGAAS'
rs3025039 C 16198794 10 3-UTR GCATTCCOGGAOGEATGACCCAGCAICT] 5"-AAGGAAGAGGAGAL TCTGLGC-3!

GOTCCCTCTTGGAATTGGATTOGEC

5'-TATGTGGGTGGGET GTGTCTACAG-3!

PR is Promoter Region, 5°-UTR is 5'-Untranslated Region, 3-UTR is 3"-Untranslated Region.
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Table 2 Demographics and clinical characteristics of the
endometriosis patients and controls

Variable Controls Endometriosis P value®
No (%) No (%)
BMI
<185 ENER] 13(7.7) <0001
185 = BMI = 249 31 (348) 113 (673)
25 <BMI< 299 25 (287) 31(185)
30 = BMI < 40 27 (303) 1165
<40 ENER] 0o
Parity
0 21227) 116 (663) <0001
1 14 (147) 35 (2000
2 26 (274) 18(103)
=3 34 (358) 6034
Spontaneous abortion 21 (228) 22 (126%) Q032
Infertility
No 88 (924) 93 (53.0) <0001
Primary 6(63) 60 (34.3)
Secondary 1(1.1) 22(128)
Symptorm®
Dysmenorrhoea 21(223) 91 (51.7) <0001
Non-cydic chronic pelvic pain 36 (383) 91 (51.7) 0035
Deep dyspareunia 12(129) 100 (575) <0001

EMI is Body mass index. *A patient can have more than one conco mitant
symptom; “Chi-Square Test or Fisher's exact test.

or DIE (Table 4) suggests an approximate 2-fold increased
risk for individuals with any variant genotype (GA + AA), or
an approximate 6-fold increased risk for individuals with the
homozygous varant genotype AA. Although no statistically
significant risk association was detected for individuals with
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the heterozygous variant genotype (GA), a codominance
model was inferred for the -1154G >A polymorphism
(Ptrend =0.008).

Haplotypes of the VEGF gene were determined for all
patients and also for endometriosis cases and controls sep-
arately. The results revealed that SNPs -2578C > A,
-460 T>C, -1154G > A and +405G > C were in strong
linkage disequilibrium, forming a single haploblock, while
+936C > T was not linked to the other SNPs (Figure 2).
Therefore, haplotype analysis was only conducted between
VEGF -2578C > A, —460 T > C, —-1154G > A and +405G >
C SNPs, and six haplotypes were inferred (Table 5). There
was negative risk association for the development of endo-
metriosis for the haplotypes CCGG and ATGG, when
compared with the reference haplotype CTGG, either con-
sidering all cases, only DIE patients or stages III-IV of
endometriosis. In addition, the haplotype ATGG showed
negative risk associations for the development of endo-
metriosis when considering all cases or DIE, but not stages
-1V, whereas the haplotype CTGC was protective only
for the development of stages III-IV.

Discussion

The pathogenesis and the molecular mechanisms that
underlie the development of endometriosis have trou-
bled investigators through many years, remaining an en-
igma. Endometriosis is regarded as a complex trait in
which genetic and environmental factors contribute to
the disease heterogeneous phenotype. Regarding the epi-
demiological evaluation of the study population, we ob-
served that women with endometriosis have lower BMI
and are less frequently obese than control subjects. Our
results corroborate previous findings [25-29], although
the reason for inverse correlation between BMI and

504
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= 25
@
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Figure 1 Allelic frequencies of VEGF polymeorphism in cases and controls. P value from Chisguare test (Pearson prvalue).
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Table 3 Genotypic distribution of VEGF SNPs in
endometriosis patients and controls

SNP Population N* Genotypic distribution N (%) P y*
-2578C=A cC CA AA
Controls 111 50(450) 47 423) 14(127) 039
Cases 178 61(343) 90308 27(157)
460 T>C T TC cC
Controls 107 39(364) 51 @77 17(159) 050
Cases 179 54(302) 97 (543 28(154)
-1154G = A GG GA AA
Controls 106 74 (698) 30(283) 2(19 0O
Cases 161 90(559) 56348 15(93)
+405G > C GG GC cC
Controls 110 38(346) 56 (509 16(145) 016
Cases 181 83 (459) 7514 23(127)
+936C=>T cc T T
Controls 95 67(705) 27(284) 1(17) 083

Cases 165 120 (728) 41 (248 4(24)

N* is the number of examined samples of cases and controls for each SNP.
Differences in sample sizes are due to available data from PCR amplification
for each SNP. P %2 is P from Chi-square test (Pearson p-value) or Fisher's
exact test,

endometriosis risk is still unclear. It can be hypothesized
that genetic factors contributing to endometriosis may
also be linked to BMI [30,31]. Although epidemiological
data can be used to better understand the endometriosis,
further studies should investigate the genetics, environ-
mental and physiopathological basis of the decreased
BMI in women with endometriosis.

Because angiogenesis represents a critical step in the
establishment and pathogenesis of endometriosis, this
process has been viewed as a potential new target to bet-
ter define the mechanisms that cause the disease. A large
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number of studies have observed that VEGF was signifi-
cantly higher in women with endometriosis, which sup-
ported a key role for VEGF in the pathological
angiogenesis in endometriosis [9-11]. Polymorphisms in
VEGF may alter protein concentrations, influence the
process of angiogenesis and relate to inter-individual
variation in the risk of endometriosis. The promoter, and
the 5- and 3'- UTR of the VEGF gene contain key regu-
latory elements, which contribute to the high variability
in VEGF production among tissues [14,32,33].

The inheritable susceptibility to endometriosis justifies
the growing interest in identifying genetic polymor-
phisms that could lead to an increased risk or severity of
the disease, in order to provide additional support for
treatment planning. The present results indicate a posi-
tive association between VEGF -1154G > A and the risk
of developing endometriosis, which is maintained when
considering only the cases of DIE or stages III-IV. Such
risk association was not observed previously [34-36].
Thus, Liu et al. [34] proposed that the -115444 geno-
type decreased endometriosis risk compared to the
-1154GG genotype, whereas the latter reports showed
no difference in the distribution of VEGF -1154G > A ge-
notypes between cases and controls [35,36]. Neverthe-
less, recent studies suggest that the VEGF -1154G >A
SNP poses an increased risk of recurrent spontaneous
abortion [37,38]. Because such studies did not evaluate
the occurrence of endometriosis as a possible cause of
the recurrent spontaneous abortions, it cannot be ex-
cluded as a confounding factor in the association ana-
lyses. In addition, it has been reported that the
frequency of the VEGF -1154G >A SNP in Brazilians
might be different between individuals self-identified as
“Blacks” or “Whites” [39]. The present study did not col-
lect information on race or skin color. However, all indi-
viduals came from the same region of Brazil, had similar

Table 4 Association analyses of the -1154G > A VEGF polymorphism in endometriosis patients compared with women

without disease

-1154G > A Controls Cases OR (95% IC)” DIE Cases OR (95% IC)* Stages IlI-IV OR (95% IC)®
(n = 106) (n=161) (n=131) (n=197)
N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotypes
GG 74.(698) 90 (55.9) 1# 75(57.3) 1 56 (57.7) 1
GA 30283 56 (348) 154 (0,90 - 263) 44 (336) 145 (0.82 - 254) 29 (299) 1.28 (0.69 - 237)
AA 2019 15(93) 617 (1.37 - 278) 121(9.0) 59210(1.28-274) 12(124) 793 (1.70 - 36.9)
Non-GG (GA + AA) 32302 71(44.0) 182 (1.09 - 308) 56 (42.7) 173 (1.07 - 296) 41 (423) 169 (0.95 - 302)
Allele
G 178 (840) 236 (73.3) 1 194 (74.1) 1 141 (727) 1
A 34 (160 86 (26.7) 190 (1.23 - 297) 68 (259 183 (116 - 290) 53273 197 (1.21- 319

OR is odds mtio, €l is confidence interval. *Reference Group; "Controls vs. Cases (All patients with endometriosis); ‘Controls vs. Deeply infiltrating endometriosis
patients (DIE); “Controls vs. Moderate or severe endometrosis patients (stages Ill or V). Due to insufficient DNA samples, some of the patients were not

genotyped for -1154G > A SNP.
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1o the other polymorphisms.

Figure 2 Haplotype association analysis for the five VEGF polymorphisms in a Brazilian women. Number in boxes indicates decimal places
of D' A Haplotype association analysis in all patients Brazilian women; B cases with endometriosis and € controls were estimated utilising
Haploview program based on the Expectation-Maximization algorithm. There was a strong linkage disequilibrium patterns across the -2578C>A
(lane 1), -460T=C (lane ), -1154G>A (lane 3) and +405G>C (lane 4) VEGF SNPs of the three studies groups, while +936C>T (lane 5) was not linked

social backgrounds, and were recruited at two public
hospitals, when assigned for laparoscopic procedures, re-
gardless of the therapeutic indication. Therefore, no
major racial or color differences is expected between
cases and controls, which had equal access to the public
health system.

‘With regards to the other four VEGF SNPs (-2578C >
A, =460 T<C, +405G >C, +936C<T), our results
suggest no significant effect on the susceptibility to
endometriosis. It is noteworthy that our result is in
agreement with Zhao and colleagues [40], which sug-
gested no evidence for an association between endomet-
riosis and the VEGF -2578C > A, —460 T < C, +405G > C
and +936C < T SNPs, when considered together in a
larger number (958 cases and 959 controls) of Australian
women. Such findings appear to be corroborated by
other studies which evaluated the different VEGF SNPs
independently from their effect on the risk of endometri-
osis in different populations, and found no significant as-
sodations with -2578C > A [1640), -460 T< C [16,3440-48],
+405G > C [16,354043,44,49,50] or +936C < T [34,354051).
Nevertheless, results from a meta-analysis suggest that the
VEGF -2578C > A might be protective for the develop-
ment of endometriosis [18], whereas +936C > T was
pointed as a risk factor [16-18]. The increased risk of
endometriosis for +936C < T was found independently on
a single study, although the SNP showed no correlation
with VEGF mRNA in endometriosis lesions or VEGF pro-
tein levels in peritoneal fluid [44]. Accordingly, Kim and
colleagues [51] showed a lack of association between
+936C < T genotypes and serum VEGF levels in endomet-
riosis patients and controls.

The discrepancies between different studies involving
the impact of VEGF SNPs on the susceptibility to endo-
metriosis may be caused by different allele frequencies
and heterogeneity in the study populations, besides

environmental backgrounds. A strong point of our study
is that all patients recruited (cases and controls) were
surgically evaluated to explore for endometriosis. The
histological confirmation of endometriosis was required
to define cases, whereas controls had no visible ectopic
endometrium sites to excluding possibly asymptomatic
endometriosis. As a limitation, our controls included
women with other non-endometriosis gynecological dis-
eases, and might provide lower risk estimates if they are
also associated with the polymorphisms under study.

As far as we know, the present work is the first study
to focus on the possible contribution of the five most
studied VEGF SNPs (-2578C > A, —460 T > C, -1154G
>A, +405G > C and +936C < 1) and its haplotypes on
the susceptibility of endometriosis. In agreement with
previous studies, -2578C > A, —-460 T>C, -1154G >A
[34] and -2578C > A, -1154G > A, +405G > C [35] were
in linkage disequilibrium, while the +936C < T" was vis-
ibly physically far, and had low LD with the other 4
markers in the gene [34,35]. Only three studies reported
association between VEGF haplotypes and susceptibility
to endometriosis; however, the haplotypes with only two
[4146] or three SNPs [34,35] were evaluated. In the
present study, we observed negative risk associations
with the development of endometriosis for the haplo-
types CTGC (only for stages [[I-IV), ATGG (for all cases
combined or DIE), and CCGG haplotype (for all condi-
tions). The haplotype ACAG, which was the only one
containing the -71544 allele showed a non-significant
positive risk association for endometriosis, in all condi-
tions evaluated. Taken together, the results suggest that
the effects of VEGF haplotypes in the risk of endometri-
osis are more significant and clinically relevant than
those of each SNP evaluated separately. It is becoming
increasingly important to derive data from different pop-
ulations to build a database which can then be used in
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Table 5 Haplotype distributions of VEGF polymorphisms in cases and controls and their association with the risk of developing endometriosis

-2578C > A/ -460 Controls All Cases P value® OR (95% CI)* DIE Cases P value®” OR (95% 1) Stages P value® OR (95% IC)®
T>C/-1154G -V
c U:‘ng';:sfoiv;ﬂ (N=112) (N=182) (N =151) (N=110)
No (%) No (%) N (%) N (%)
CTGG 42 (187) 85 (234) 1# 69 (22.9) 1# 55 (25.0) 1#
aGC 90 (40.1) 121(332) 010 066 (042 - 1.05) 104 (344) 018 070 (044 - 113} 69 (31.3) 005 058 (0.35 - 097)
ACAG 35 (16.0) 96 (26.4) 038 132 (077 - 224) 78 (25.8) 040 132 (076 - 229) 58 (26.4) 058 123 (069 - 2.19)
ACGG 37 (16.5) 51 (14.0) 023 068 (039 - 1.19) 42 (13.9) 027 0.69 (0.38 - 1.24) 31 (14.1) 021 054 (0.34 - 1.19)
CCGG 15 (67) 11 (30) 003 036 (0.15 - 0.86) 9 (3.0) 005 0.37 (0.15 - 090} 7(32) 005 035 (0.13 - 095)
ATGG 4(20) 0 (0.0) 003 - 0 (0.0) 005 - 0 (00) 009 -

OR s odds ratio, C1 is confidence interval. *Reference Group; "Chi-Square Test or Fisher's exact test; “Controls vs. Cases (All patients with endometriosis); “Controls vs. Deeply infiltrating endometriosis patients (DIE);
“Controls vs. Moderate or severe endometriosis patients (stages Il or IV).
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future investigations to a better understanding of the
genetic and environmental factors affecting risk to devel-
opment endometriosis.

Conclusion

In conclusion, our findings with VEGF SNPs and endo-
metriosis in Brazilian women indicate a risk association
for the polymorphism -1154G > A, and protective effect
for the haplotype CCGG. This is the first study to evalu-
ate the combined influence of the five most common
VEGF SNPs. Therefore, further studies on the functional
relevance of the VEGF polymorphisms and exposure to
environmental factors in endometriosis are required to
confirm our observations.
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6.2. Efeito combinado dos SNPs de VEGF e KDR na suceptiblidade & endometriose e nos
sintomas da doenca;

Neste trabalho foi investigado o papel dos SNPs do gene KDR (-604T>C, 1192C>T e
1719T>A) e o efeito combinado dos SNPs dos genes VEGF e KDR no desenvolvimento da
endometriose, além de investigar a influéncia destes SNPs nos sintomas da doenca. A populacdo
do estudo foi composta de 293 casos de endometriose com confirmacéo histopatogica da doenca, e
223 controles com diagndstico cirdrgico negativo de endometriose.

Foram encontradas diferencas significativas na média de idade entre os casos de
endometriose (24,4 + 4,6) e os controles (27,9 £ 5,7). Além disso, observou-se que a média do
IMC foi significativamente menor em casos de endometriose que nos controles (P < 0.001).
Houve uma predominancia significativa no histérico familiar de endometriose e em todos 0s
sintomas da doenga nos casos em comparagdo com o0s controles. A média de intervalo de tempo
entre o inicio dos sintomas e o diagnostico de endometriose foi de 5,8 + 6,7 anos. Observou-se um
numero significativo de pacientes com endometriose em estagios avancados e DIE.

Foi observado diferencas significativas nas frequéncias alélicas e genotipicas entre casos e
controles na presenca dos SNPs VEGF -2578C>A, -1154G>A, +405G>C e KDR 1192C>T. Uma
associagdo negativa foi encontrada para 0 SNP KDR 1192C>T (OR: 0,56; 95% IC: 0,39 - 0,81) no
desenvolvimento da endometriose. Além disso, observou-se uma associa¢do positiva para os SNPs
VEGF -2578C>A e -1154G>A (OR: 1,88; 95% IC: 1,06 - 3,36; OR: 1,59; 95% IC: 1,03 - 2,45,
respectivamente) e uma associa¢do negativa para o SNP VEGF +405G>C (OR: 0,66; 95% IC:
0,43 - 1.00) no desenvolvimento da doenga.

Foi encontrada uma associagédo positiva dos haplétipos TCA e CCA do gene KDR (-604T>C,
1192C>T e 1719T>A) com a endometriose, considerando todos os casos da doenca e também nos
casos DIE. Ja na presenca dos haplotipos KDR TTT e CTA foi observado um efeito protetor no

desenvolvimento da endometriose.

Os gendtipos combinados dos SNPs de VEGF e KDR (VEGF-2578CC/VEGF-
1154GG/VEGF+405GC+CC/KDR1192CC, VEGF-2578CC/VEGF-
1154GG/VEGF+405GC+CC/KDR1192CT+TT e VEGF-2578CA+AA/VEGF-
1154GG/VEGF+405GC+CC/KDR1192CT+TT) foram associados negativamente com a
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endometriose, para todos os casos de endometriose e também considerando os casos DIE,
enquanto 0 genotipo combinado VEGF-2578CA+AA/VEGF-
1154GA+AA/NVEGF+405GG/KDR1192CT+TT foi associado com um efeito protetor unicamente

para casos de endometriose DIE.

Considerando os sintomas associados & endometriose, observamos que o SNP VEGF
2578C>A foi associado com o risco aumentado para dismenorreia, dor pélvica cronica e sintomas
urinarios (OR: 1,95; 95% IC: 1,20 — 3,17; OR: 2,46; 95% IC: 1,20 — 5,05 e OR: 5,32; 95% IC:
1,04 — 27,3, respectivamente), enquanto o SNP KDR 1192C>T foi associado negativamente com a
dispareunia (OR: 0,47; 95% IC: 0,22 — 0,99).Um efeito positivo também foi encontrado no
SNPVEGF 1154G>A para dismenorreia (OR: 2,03; 95% IC: 1,09 — 3,78).

Nossos resultados sugerem uma possivel contribuicdo da combinacdo dos SNPs dos genes
VEGF e KDR na susceptibilidade da endometriose, na gravidade da doenca e na presenga dos

sintomas associados a endometriose.
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Abstract

Background: Endometriosis is a multifactorial gynecological disease in which angiogenesis is
involved. The vascular endothelial growth factor (VEGF) and its receptor (KDR) have an
important role in angiogenesis in the disease and polymorphisms in VEGF and KDR genes can

influence the its development.

Objective(s): This study aims to determine the role of KDR gene and the combined effect of KDR
and VEGF in the development of endometriosis, besides to investigate influence of the

polymorphisms of these genes in endometriosis symptoms.

Study Design: A case-control study was conducted at three hospitals from the Brazilian public
health system, and was comprised of 293 patients with endometriosis submitted to laparoscopic or
laparotomy surgery and 223 controls. Genotyping of the VEGF (-2578C>A, -460T>C, -1154G>A,
+405G>C and +936C>T)and KDR (-604T>C, 1192C>T and 1719T>A)polymorphisms were
performed by TagMan real-time polymerase chain reaction. The odds ratio (OR) with their 95%

confidence intervals (CI) were calculated using a binary logistic regression model.

Results: The KDR1192T polymorphism was associated with lower risk of endometriosis

development (OR: 0.56, 95% Cl: 0.39-0.81). VEGF-2578CC/VEGF-
1154GG/VEGF+405GC+CC/KDR1192CC, VEGF-2578CC/VEGF-
1154GG/VEGF+405GC+CC/KDR1192CT+TT and VEGF-2578CA+AA/VEGF-

1154GG/VEGF+405GC+CC/KDR1192CT+TT combined genotypes demonstrated a negative
association in the development of endometriosis for all cases and deep infiltrating endometriosis
(DIE), whereas the combined genotype VEGF-2578CA+AA/VEGF-
1154GA+AA/VEGF+405GG/KDR1192CT+TT was protective only for the DIE. Eight haplotypes
were inferred derived from three KDR polymorphisms (KDR-604T>C, KDR1192C>T and
KDR1719T>A). The haplotypes TCA and CCA showed a positive association for the development
of endometriosis for all cases and DIE, however, TTT and CTA showed a negative association
with the diseases. With regards to the symptoms, allele VEGF2578A were more frequent among
endometriosis cases for dysmenorrhea, cyclic chronic pelvic pain and bladder symptoms.
However, was observed that the allele KDR1192T were less frequent among endometriosis cases

for dyspareunia. In addition, was observed that the allele VEGF1154A were associated with risk
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for dysmenorrhea.

Conclusion(s): Our results indicate a protective effect for the polymorphism KDR1192C>T with
development of endometriosis. The analysis of combined genotypes suggest a possible
contribution of VEGF-KDR interaction in the susceptibility of disease. In addition, polymorphisms

of VEGF and KDR gene were associated with severity of the endometriosis symptoms.

Key words:angiogenesis, endometriosis, KDR, polymorphisms, VEGF.
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Introduction

Endometriosis is a complex, heterogeneous and polygenic disease in which angiogenesis
factors contribute to the phenotype *. The retrograde menstruation theory, proposed by Sampson
may be regarded as a main factor to explain the disease appearance %, in most of the cases. The
establishment of a new blood supply is a crucial event for the survival of ectopic endometrial
implants, and angiogenesis represents a key role during this process . Angiogenesis is under the
control of numerous inducers and growth factors, including vascular endothelial growth factor
(VEGF) . In 2008, our group observed that vascularization, VEGF and VEGFR-2 expression are
significantly higher in ovarian, bladder and rectum sigmoid deeply infiltrating endometriosis
compared to their control, suggesting that angiogenesis via VEGF to VEGFR-2 signaling is an
important event in the development of the disease °.

VEGF and its receptor VEGFR 2 are encoded by VEGF and kinase insert domain receptor
(KDR) gene, respectively ®’. Both genes are highly polymorphic and their single nucleotide
polymorphisms (SNPs) can interfere in the activity or expression of the enzyme %%, Recently,
our group observed a risk association of VEGF1154G>A SNP with endometriosis development in
Brazilian women,and protective effect for the haplotype (-2578C>A, -460T>C, -1154G>A,
+405G>C)CCGG™. Only one study investigated the association of KDR SNPs and endometriosis
development, which showed that KDR1192C>T was associated with diseases lower risk 2. In
addition, no investigation regarding the susceptibility to endometriosis considered the combined
effect of VEGF and KDR SNPs.

The aim of the present study was to evaluate the role of KDR gene in the development of
endometriosis, the combined effect of KDR and VEGF, and the effects of VEGF and
KDRpolymorphisms in the endometriosis symptoms.
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Materials and Methods
Subjects

The study was approved by the Human Research Ethics Committee of the Hospital das
Clinicas of Sdo Paulo University, Hospital Federal dos Servidores do Estado and Hospital
Moncorvo Filho (Protocols number 910/2011, 414/2011 and 1.244.294/2015, respectively).

Written informed consent was obtained from all the participating individuals.

Women submitted for laparoscopy or laparotomy for gynecological procedures were
considered eligible. Individuals with diagnosis of adenomyosis were not eligible. Women with any
history or diagnosis of cancer were excluded from both cases and controls due to the possible
relation with angiogenesis. Thus, peripheral blood samples were obtained from 293 endometriosis

patients and 223 controls.

Patients with endometriosis were underwent laparoscopy (n = 230) or laparotomy (n = 24)
and had a histologically confirmed diagnosis. The stage of endometriosis was determined
according to the revised American Fertility Society classification. According to Nisolle and

Donnez -

three types of disease were considered: superficial endometriosis (SUP), ovarian
endometrioma (OMA) and deep infiltrating endometriosis (DIE). Both superficial peritoneal and
ovarian endometrioma may be found in association with deep endometriosis *, thus in these case

were considered DIE.

The control group consisted of women assigned to laparoscopy (n = 155) or laparotomy (n =
15), because did tubal ligation (n = 69) or treatment of benign diseases, such as myoma (n = 54),
ovarian cysts (n = 38), hydrosalpinx (n = 11) or other reasons (n = 37). All women of control

group did have no surgical diagnosis of endometriosis.

The body mass index (BMI) was calculated as the weight (kg) divided by the square of
height (m2). Only severe and incapacitating endometriosis symptoms were included, and
infertility was defined by the couple not being able to conceive after one year of regular,

contraceptive-free intercourse .
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VEGF and KDR genotyping

Genomic DNA was obtained from blood samples as previously described **. A validated
TagMan assay (VIC- and FAM-labeled) for detection of each VEGF-2578C>A (rs699947), -
460T>C(rs833061), -1154G>A (rs1570360) +405G>C (rs2010963), +936C>T (rs3025039) and
KDR-604T>C (rs2071559), 1192C>T (rs2305948) and 1719A>T (rs1870377) SNPs was
purchased from Applied Biosystems. Table 1 summarizes the sets of probes and primers used for
each KDR SNPs analysis, because VEGF SNP Genotyping Assays already previously described .
The allele-detections process were performed on a 7500 Real-Time System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) to determine the allelic discrimination.

Statistical analysis

Statistical analyses were conducted using Statistical Package for Social Sciences (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) for Windows, version 20.0. The Stundent’s t test was conducted for the
comparison of the quantitative variables, such as age and interval between the ouset of symptoms
and diagnosis of endometriosis, with results expressed in mean * standard deviation (SD). While,
the categories of BMI, the menopause status, familiar history of endometriosis and painful
symptom, were expressed as percentages and evaluated by Chi-Square Test or Fisher’s exact test,
where applicable. Hardy-Weinberg equilibrium analysis was performed to compare the observed
and the expected genotype frequencies using the x 2 test. Comparison of the allele and genotype

distributions in the study groups was performed using the y2 test or, when appropriate,
the Fisher’s exact test.

The risk associations for endometriosis were estimated by the odds ratio (OR) with 95%
confidence interval (CI). The analyses were performed and adjusted by age and BMI for consider
them as a potential confounder (p>0.05), using a binary logistic regression model. The level of

significance considered was smaller than 0.05.
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Results

Analyses of descriptive variables showed that mean age was 37.6+8.4 years in the controls
group and 34.9+7.2 years in the endometriosis patients (P < 0.001). We also observed mean BMI
was significantly lower in endometriosis patients, when compared with controls (24.4 + 4.6 versus
279 + 5.7, P < 0.001). The overweight, obese women or morbid obese (BMI > 25) was
significantly lower (P < 0.001) among women with endometriosis (39.6%) than in controls
(70.8%). The clinical variables of endometriosis patients and controls are summarized in Table 2.
There was a predominance of endometriosis familiar history and all endometriosis symptoms
among cases compared with controls. In addition, the mean of interval between the outset of
symptoms and diagnosis of endometriosis was 5.8+6.7 years. Observed a significant number of

endometriosis patients in advanced stages and deep infiltrating.

The minor allele and genotype frequencies of VEGF (-2578C>A, -1154G>A, +405G>C)
and KDR (-604T>C, 1192C>T, 1719T>A) polymorphisms found in the controls and
endometriosis patients are shown in Table 3. The VEGF -2578A and -1154A SNPs were
significantly associated with endometriosis risk. Conversely, the SNPs VEGF +405C and KDR
1192T were associated with diseases lower risk. The VEGF -460T>C and +936C>T variant allele
frequencies among the cases were 42.6 % and 15.9%, respectively. While among the controls
were 41.7 % and 16.2%, respectively. There were no significant differences in genotypes and the
alleles distribution for the SNPs VEGF -460T>C, +936C>T, KDR -604T>C and 1719T>A
between the controls and endometriosis patients.

A combinatory analysis of the four polymorphisms (VEGF-2578, VEGF-1154, VEGF+405
and KDR1192) was performed to investigate whether the presence of more than one
polymorphisms in the same patients increases the risk of endometriosis (Table 4). There was
negative risk association for the development of endometriosis for the VEGF-2578CC/VEGF-
1154GG/VEGF+405GC+CC/KDR1192CC, VEGF-2578CC/VEGF-
1154GG/VEGF+405GC+CC/KDR1192CT+TT and VEGF-2578CA+AA/VEGF-
1154GG/VEGF+405GC+CC/KDR1192CT+TT combined genotypes when compared with the
reference combined genotype VEGF-2578CC/VEGF-1154GG/VEGF+405GG/KDR1192CC,

either considering all cases and only DIE patients, whereas the combined genotype VEGF-
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2578CA+AA/VEGF-1154GA+AA/NEGF+405GG/KDR1192CT+TT was protective only for the
DIE.

Eight haplotypes were inferred derived from three KDR polymorphisms (Table 5). The
haplotypes TCA and CCA were more frequent in the endometriosis patients and DIE patients,
showed a positive association for the development of endometriosis. In contrast, the
haplotypesTTT and CTA were less frequent in the endometriosis patients and DIE patients, showed
a negative association with the diseases. In addition, seven haplotypes (CTGG, CTGC, CCGC,
CCGG, ATGG, ACGG, ACAG) were inferred, among the four polymorphisms of the VEGF gene
(-2578C>A, -460T>C, -1154 G>A and +405G>C). The haplotype VEGF CTGC is more frequent
among controls (30.0%) and cases (35.9%). There was negative risk association for the
development of endometriosis for the haplotypes CCGG(OR: 0.40; CI: 0.23 - 0.72) and CTGC
(OR: 0.68; CI: 0.49 - 0.95).

The genotypic and allelic distribution of VEGF and KDR polymorphisms among cases and
controls in relation to endometriosis symptoms are summarized in Table 6. There was observed
that the VEGF 2578C>A, 1154G>A e KDR 1192C>T SNPs were associated with the
endometriosis symptoms. A positive association was found between allele VEGF 2578A and
genotype VEGF 2578CA+AA for dysmenorrhea and cyclic chronic pelvic pain. However, a
negative association was observed between allele KDR 1192T for dyspareunia. In addition, was
observed that the allele VEGF 2578A and VEGF 1154A were associated with risk for bladder

symptoms and dysmenorrhea, respectively.
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Discussion

Endometriosis is a complex gynecological disease and molecular mechanisms involved are
not well elucidated. Biochemical or genetic markers for endometriosis even needs future
investigation *>!®. This retrospective study of 516 gynecological patients attending in three
Brazilian public hospitals is the first to focus on the combined effect of KDR and VEGF SNPs in

the development and symptoms of endometriosis.

Family studies have observed a genetic basis of endometriosis and suggested
a familial tendency for development to disease *>*"*%*°, We also observed higher incidence of
endometriosis for first and second degree relatives of cases group as compared to controls.
Audebert and colleagues reported a familial history of endometriosis in about one-third of
adolescent patients with a confirmed diagnosis of endometriosis, since 25% had a first-degree
relative affected with endometriosis. *°. In addition, one population-based study using an extensive
genealogy database demonstrated that 750 endometriosis patients were more interrelated than

control, and the risk ratio for sisters and for cousins was around 5 and 2, respectively *'.

The endometriosis risk associated to a lower BMI has been described but remaining an
enigma 221222324 |n addition, endometriosis patients with the lowest BMI had a high risk of deep
endometriosis %2, Our findings in agreement with earlier studies linking an inverse association
between endometriosis and BMI %2242 Recently, a genome-wide association study (GWAS)
included 3194 endometriosis cases and 7060 controls described a locus on 7p15.2 associated with
endometriosis and fat distribution, demonstrating that there is a shared genetic basis between

endometriosis and fat distribution *°.

Several studies have demonstrated that endometriosis can occurs in postmenopausal

2621282930 corroborates with our findings. Haas et al. (2012) ?° conducted a retrospective

women
epidemiologic study of 42,079 endometriosis patients and observed that 3% women were in the
postmenopausal age group (55-95 years). It is possible that asymptomatic women had
endometriosis or may be women who had symptoms, but did not undergo a diagnostic

laparoscopy and thus the disease progresses in post-menopausal *°.

Nowadays, DIE has been a main challenge for the gynecologist '*. In the present study, we

observed a predominance of deep infiltrative lesions and endometriosis advanced stages (I1l and
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IV), accordingly previous studies ***. Endometriosis DIE are significantly associated with disease
stages I11 and 1V 3%,

Angiogenesis via VEGF-KDR signaling is a fundamental process in the pathogenesis of
endometriosis, whereas endometriotic lesions are characterized by a dense vascularization and
require an adequate supply of blood to survive *.Furthermore, it has been observed an increase in
expression and distribution of VEGF and VEGFR2 in samples of women with endometriosis
when compared to the control >****3 Our results revealed that the 1192C>T SNP of the KDR
gene, located at the exon 7, was associated with endometriosis lower risk.Only one study
investigated association this KDR SNP with endometriosis and their results corroborates with our
findings '%.Studies have suggest that the KDR 1192C>T SNP could decrease the efficiency of
VEGF binding to VEGFR-2 in the presence of the KDR 1192T allele °. It is suggested that the
binding ability of VEGF to VEGFR-2 in the presence of the SNP may decrease the activity of
angiogenesis and thus reduce the risk of endometriosis.Concerning the KDR -604T>C and
1719T>A, our results have observed no significant association on the development to
endometriosis. According our findings, Kang et al. (2013) *? also studied the KDR 1719T>A SNP
and observed no significant association on the susceptibility to endometriosis. So far no studies
have investigated the association of KDR604T>C SNP and the development of disease. With
regards to the VEGF SNPs, we observed that the VEGF-2578A allele was significantly associated
with endometriosis risk; while, the VEGF+405C allele was significantly associated with decrease
the risk of disease development. Moreover, we found a positive association for -1154G>A SNP
with endometriosis, as previously observed *. There are relationship between functional
polymorphisms and effect on the regulation of gene expression or influence on the efficiency of
protein binding to receptor. This effect may be caused by a single polymorphism, or by the
combination with other polymorphisms *.In the present study, we observed that TCA and CCA
haplotypes in the KDR gene (involving SNPs -604T>C, 1192C>T and 1719T>A) could
significantly increase the risk of endometriosis development, while, TTT and CTA
haplotypescould significantly decrease the risk of disease development. In 2013, Kang ** and
colleagues explored 26 KDR SNPs in Chinese Hans population, and selected 5 tag SNPs
(1192C>T, 1719T>A, +31C/T, IVS25-92A/G and IVS6+54C/T) to investigate the association with

susceptibility to endometriosis. However, the authors not evaluated the haplotypes of these SNPs
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2 In addition, we investigated VEGF haplotypes and we observed a positive effect in

development of endometriosis for the haplotypes CCGG and CTGC, as previously observed in
Perini et al., 2014 .

As far as we know, the present study is the first study to focus on the possible contribution
of the combined effect of SNPs in KDR and VEGF genes on the susceptibility of endometriosis.

Our results demonstrated a negative association among the combined genotypes VEGF-

2578CC/VEGF-1154GG/VEGF+405GC+CC/KDR1192CC, VEGF-2578CC/VEGF-
1154GG/VEGF+405GC+CC/KDR1192CT+TT and VEGF-2578CA+AA/VEGF-
1154GG/VEGF+405GC+CC/KDR1192CT+TT (for all cases or DIE) and endometriosis. Whereas,
the combined genotype VEGF-2578CA+AA/VEGF-

1154GA+AA/NEGF+405GG/KDR1192CT+TT showed a negative association only for the DIE.
These findings suggest a possible gene-gene interaction between VEGF and KDR in which
together may contribute to the development of endometriosis. In addition, the uses of combination
analysis to demonstrate the both effects of gene are of paramount importance for the

understanding of the disease.

The mechanism involved in the onset of symptoms of endometriosis is not known and not
all patients experience the same symptoms **. Women with endometriosis exhibit various
symptoms at different intensities, including, dysmenorrhea (28-97%), chronic pelvic pain (57-
69%), infertility (40-59%), deep dyspareunia (55-71%) and cyclic intestinal and urinary symptoms
(48-71%) 3"*8 In the present study, we observed that the delay between the outset of symptoms

and the diagnosis of endometriosis was very long, corroborating with other studies 4. |

n
addition, infertility (primary and secondary) was significant more frequent in endometriosis
patients than controls, and several studies have shown that the incidence of endometriosis-related
infertility women can reach 50% of cases *“®**“2_ Furthermore, the relationship between VEGF
and KDR SNPs and endometriosis symptoms were evaluated in the present study. The results
indicate that the genetic variant VEGF 2578A is a positive genetic factor for dysmenorrhea, cyclic
chronic pelvic pain and bladder symptoms, while, the genetic variant KDR 1192T is a protective
genetic factor for dyspareunia. In addition, we found a positive association for dysmenorrhea in
the presence of the genetic variant VEGF 1154A. As far as we know, no studies have investigated
the association between VEGF and KDR SNPs with symptoms of endometriosis. Our results are
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supported because the endometriosis symptoms are due to interaction of several factors and

43 Various evidences indicate that

cytokine-releasing immune cells, such as macrophages
macrophages are recruited at sites of hypoxia and tissue stress, where they generate pro-
inflammatory and pro-angiogenic signals ***“°. In endometriotic lesions, infiltrating macrophages
presence is a consistent feature as a consequence of signals generated within ectopic lesion
47484930 geveral authors have reported that macrophages are the principal source of VEGF

produced in the inflammation areas ****°

. Interestingly, studies have suggested that ovarian
endometriomas patients with pelvic pain have higher vascularization than in asymptomatic women
>3 Thus, these findings suggest that the macrophages recruitment into the lesions is directly

involved in the perpetuation of inflammation, pain and abnormal bleeding.

Our study has distinct strengths because is the first report to providing the combined analysis
of SNPs in both genes (VEGF and KDR) and susceptibility of endometriosis, in addition to
considering the symptoms of the disease. Moreover, cases and controls were surgically
(laparoscopic or laparotomy)evaluated, whereas histological confirmation of endometriosis was
required to define cases, and controls confirmed surgically the absence of ectopic endometrial
sites to excluding women with asymptomatic endometriosis. We tried to recruit women
undergoing tubal ligation as control subjects, due to the fertility history, and probably do not have
any gynecological disease associated with endometriosis. Nevertheless, our controls also included
women with gynecological diseases contributing to provide lower risk estimates if they are
likewise associated with the SNPs investigated. We also acknowledge that this study has
limitations, most of which already have been described in previous reports with a similar design.
With regards to the KDR1719T>A SNP, our study is limited by the low frequency found in the
KDR 1719A allele in both groups (cases and controls). This is due to the data available from PCR
amplification are insufficient for this polymorphism.

The functional understanding of genetics variants in the pathogenesis of endometriosis is
fundamental, since hereditary susceptibility may be involved in the development of the disease.
Our results suggest that SNPs in both genes (VEGF and KDR) may be involved in the
pathogenesis of endometriosis because altered VEGF-VEGFR2 signaling.
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Conclusion

The present results indicate a negative association between KDR 1192C>T with
development of endometriosis. A negative association was found among the combined genotypes,
suggesting a possible contribution of VEGF-KDR interaction in the susceptibility of disease. In
addition, SNPs of VEGF and KDR gene may be associated with symptoms of dysmenorrhea,
chronic pelvic pain, dyspareunia and bladder symptoms. This is the first study to assess the
combined effect of polymorphisms of VEGF and KDR gene. Therefore, further studies on the
functional relevance of the VEGF and KDR SNPs and its influence on the expression of these

genes in women with endometriosis are required to confirm our results.
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TABLE 1. Characterization of KDR polymorphisms, probes and primers sequences for

genotyping by TagMan real time PCR.

Identified
SNP

TagMan assays

Region

Probe [SNP]

Primer

rs2071559

rs2305948

rs1870377

C__ 15869271 10

C__22271999_20

C__11895315_20

PR

Exon 7

Exon
11

GGTATGGGTTTGTCACTGAGACAGCIA/
TITGGCTATAAGAAAGAGATAACAGCG

AATATTTTGGGAAATAGCGGGAATG[C/
T]TGGCGAACTGGGCAAGTGCGTTTTC

TACAATCCTTGGTCACTCCGGGTTA[C/
TJACCATCTATAGTTAAGGTGCTCAAA

5'-CCTCCTGTATCCTGAATGAATCT-3'

5'-GCCTCACATATTATTGTACCATCC-3'

5-CAAACTTTCACTAGGGCTCTTCGT-3'

5'-AGCCACAAGGGAGAAGCGGATA-3'

5-TGAGGTTAAAAGTTCTGGTGTCCCTGTT-3'

5-AATGTACAATCCTTGGTCACTCCGGGGTA-3'

PR is Promoter Region.
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TABLE 2. Clinical characteristics of controls and endometriosis patients.

Controls Endometriosis
Variable (n= 223) (n = 293) P value®
No (%) No (%)
Menopause
No 100 (96.2) 138 (95.2)
0.71
Yes 4 (3.8) 7(4.8)
Familiar history of endometriosis
No 153 (87.9) 107 (75.9)
0.005
Yes 21 (12.1) 34 (24.1)
Symptom?®
Dysmenorrhoea 68 (33.8) 169 (58.7) <0.001
Non-cyclic chronic pelvic pain 33 (16.4) 89 (30.9) <0.001
Deep dyspareunia 46 (22.9) 174 (61.3) <0.001
Gastro-intestinal symptoms 19 (11.0) 113 (40.4) <0.001
Bladder symptoms 7(4.0) 74 (26.4) <0.001
Infertility (primary or secondary) 23 (10.3) 135 (46.1) <0.001

Site of Endometriosis®
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Ovary 152 (51.9)
Bowel 121 (41.3)
Peritoneum 102 (34.8)
Bladder 51 (17.4)
Uterosacral ligaments 40 (13.7)
Ureter 25 (8.5)
Appendix 24 (8.2)
Uterine tubes 21 (7.2)
Recto vaginal septum 14 (4.8)
Others 17 (5.8)
Stages of endometriosis N (%)
land II 111 (39.2)
Il and IV 172 (60.8)
Missing 10 (3.4)
Types of endometriosis

Not deep infiltrating endometriosis® 81 (27.7)
Deep infiltrating endometriosis 202 (68.9)
Missing 10 (3.4)

A patient can have more than one concomitant symptom; A endometriosis patient can have more than one
concomitant local of endometriosis; ‘Superficial endometriosis and ovarian endometrioma; °Chi-Square Test or

Fisher’s exact test.
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TABLE 3.Genotypic and allelic distribution of VEGF and KDR polymorphism among controls

and endometriosis patients and the associations with the risk of endometriosis.

Polymorphisms Controls Endometriosis 5 value? OR

No (%) No (%) (95% CI)°
VEGF -2578 C>A
ccC 101 (46.3) 98 (34.0) 1°
CA 94 (43.1) 150 (52.1) 0.03 1.98 (1.07 — 3.65)
AA 23 (10.6) 40 (13,9) 0.30 1.68 (0.63 — 4.49)
CA+AA 117 (53.7) 190 (66.0) 0.03 1.88 (1.06 -3.36)
A 140 (32.1) 230 (39.9) 0.05 1.33 (1.00 — 1.79)
VEGF 1154 G>A
GG 144 (69.6) 157 (58.8) 1°
GA 59 (28.5) 92 (34.5) 0.11 1.45 (0.92 — 2.27)
AA 4 (1.9) 18 (6.7) 0.99 -
GA+AA 63 (30.4) 110 (41.2) 0.04 1.59 (1.03 — 2.45)
A 67 (16.2) 128 (24.0) 0.01 1.61 (1.11 - 2.34)
VEGF +405 G>C
GG 77 (35.6) 139 (47.8) 1°
GC 112 (51.9) 122 (41.9) 0.05 0.65 (0.42 — 1.00)
cC 27 (12.5) 30 (10.3) 0.30 0.71 (0.37 — 1.36)
GC+CC 139 (64.4) 152 (52.2) 0.05 0.66 (0.44 — 1.00)
C 166 (38.4) 182 (31.3) 0.05 0.66 (0.43 — 1.00)
KDR 604 T>C

87



TT 49 (23.3) 62 (22.6) 1°

TC 109 (51.9) 148 (54.0) 081  0.91(0.39-2.08)
cC 52 (24.8) 64 (23.4) 080  0.89(0.38-2.13)
TC+CC 161 (76.7) 212 (77.4) 079  0.90(0.42 - 1.95)
C 213 (50.7) 276 (50.4) 0.82  0.95(0.63 - 1.44)

KDR 1192 C>T

ccC 130 (60.2) 211 (74.6) 1°

CT 77 (35.6) 61 (21.6) 0.004  0.50(0.32—0.80)
TT 9(4.2) 11 (3.9) 0.33  0.61(0.22 —21.65)
CT+TT 86 (39.8) 72 (25.4) 0.003  0.52(0.34—0.80)
T 95 (22.0) 83 (14.7) 0.002  0.56 (0.39—0.81)

KDR 1719 T>A

TT 141 (77.5) 102 (67.1) 1°
TA 40 (22.0) 50 (32.9) 0.27 1.46 (0.74 — 2.89)
AA 1(0.5) 0(0.0) - -
TT+TA 41 (22.5) 50 (32.9) 0.27 1.46 (0.74 —2.89)
A 42 (11.6) 50 (16.4) 0.32 1.37 (0.74 — 2.55)

Differences in sample sizes are due to available data from PCR amplification for each SNP. OR: odds ratio; ClI:

confidence interval; “Teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher; "Reference group; ‘Adjusted by age and BMI.

88



TABLE 4.Combined genotype frequencies of VEGF and KDR polymorphism among controls and endometriosis patients.

Characteristic Controls  Endometriosis b value® OR Deep in-filt[rating P value OR
No (%) No (%) (95% CI)° endometriosis No (%0) (95% CI)%®

VEGF-2578/-1154/+405/KDR 1192
CCIGGIGG/CC 8 (4.0) 18 (6.9) 1° 1°
CCIGG/GGI/CT+TT 6 (3.0) 9(3.4) 0.48 0.49 (0.07 — 3.56) 6 (3.8) 0.34 0.45 (0.09 - 2.32)
CCIGG/GC+CCICT+TT 31 (15.6) 15 (5.7) 0.02 0.86 (0.75 — 0.98) 9 (5.6) 0.02 0.83(0.72 - 0.96)
CCI/GGIGC+CC/CC 43 (21.6) 48 (18.4) 0.01 0.39 (0.19 - 0.83) 35 (21.6) 0.055  0.57(0.32-1.01)
CA+AA/GA+AAICC+CC/CC 16 (8.0) 33 (12.6) 0.92 0.98 (0.75 — 1.30) 23 (14.2) 0.36 0.92 (0.77 - 1.10)
CA+AA/GA+AAIGG/CC 17 (8.5) 49 (18.8) 0.57  0.97 (0.86 — 1.09) 35 (21.6) 0.92 1.00(0.92-1.10
CA+AA/GG/GG/CC 16 (8.0) 26 (10.0) 0.39  0.82(0.52-1.28) 14 (8.6) 019  0.81(0.59-1.11)
CA+AA/GG/GC+CC/CC 18 (9.0) 24 (9.2) 0.50 0.95 (0.82 — 1.10) 18 (11.2) 0.42 0.96 (0.87 — 1.06)
CA+AAIGA+AAIGG/CT+TT 14 (7.0) 15 (5.7) 0.35 0.88 (0.66 — 1.16) 7(4.3) 0.04 0.78 (0.62 - 0.99)
CA+AAIGG/GC+CCICT+TT 9 (4.5) 5(1.9) 0.05 0.57 (0.33 — 1.00) 1(0.6) 0.04 0.66 (0.45-0.98)
CA+AA/GG/GG/CT+TT 8 (4.0) 8 (3.1) 0.16 0.84 (0.67 — 1.07) 7(4.3) 0.10 0.87 (0.73 - 1.03)
CA+AA/GA+AAIGC+CCICT+TT 10 (5.0) 11 (4.2) 0.57  0.95(0.80 - 1.30) 7(43) 0.12  0.90(0.79-1.03)

OR: odds ratio; Cl: confidence interval; Teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher; "Reference group; “Adjusted by age, BMI, family history of endometriosis

and menopause. “Controls vs deep infiltrating endometriosis ®Adjusted by age and BMI.
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TABLE 5. Haplotype distribuitions of KDR polymorphism among controls and endometriosis patients and their association with the

risk of endometriosis.

Controls Endometriosis Deep infiltrating
-604T>C, 1192C>T and OR o OR

n =446 n =586 P value® endometriosis P value®
1719T>A KDR haplotype (95% CI) (95% CI)

No (%) No (%) No (%)
TCT 161 (36.1) 207 (35.3) 1° 160 (61.5)
TCA 28 (6.3) 59 (10.1) 0.05 1.64(1.00-2.69) 34 (13.1) 056 1.22(0.70-2.11)
TTT 30 (6.7) 19 (3.2) 0.03 0.49(0.27-0.91) 15 (5.8) 0.05  0.50(0.26 —0.97)
TTA 0 (0.0 6 (1.0) - - 0 (0.0 - -
CCT 151 (33.9) 207 (35.3) 0.72  1.07(0.79 - 1.43) 134 (51.5) 054  0.89(0.64 -1.23)
CCA 9 (2.0) 28 (4.8) 0.03 242(1.11-5.27) 24 (9.2) 0.02 2.68(1.21-5.95)
CTT 51 (11.4) 54 (9.3) 0.44  0.82(0.53-1.27) 32 (12.3) 0.09  0.63(0.39-1.03)
CTA 16 (3.6) 6 (1.0) 0.01 0.29(0.11-0.76) 5(1.9) 0.03 0.31(0.11-0.88)

OR: odds ratio; Cl: confidence interval; *Teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher; "Reference group; “Controls vs deep infiltrating endometriosis
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TABLE 6. Genotypic and allelic distribution of VEGF and KDR polymorphism among controls
and endometriosis patients, in relation to different symptoms.

Symptoms Polymorphisms Controls Endometriosis B value® OR
No (%) No (%) (95% CI)°
Dysmenorrhoea
VEGF 2578 C>A
cc 36 (55.4) 58 (35.2) 1°
CA 27 (41.5) 84 (50.9) 0.05  1.90 (1.00 —3.62)
AA 2(3.1) 23 (13.9) 0.02 5.84(1.26-27.2)
CA+AA 29 (44.6) 107 (64.8) 0.01 2.20(1.18-4.11)
A 31 (23.8) 130 (39.4) 0.007 1.95(1.20-3.17)
VEGF 1154 G>A
GG 47 (74.6) 98 (60.9) 1°
GA 16 (25.4) 53 (32.9) 0.14  1.69 (0.84 —3.40)
AA 0 (0.0) 10 (6.2) 0.99 -
GA+AA 16 (25.4) 63 (39.1) 0.058  1.95 (0.98 — 3.90)
A 16 (12.7) 73 (22.7) 0.03 2.03 (1.09 -3.78)
Non-cyclic  chronic
pelvic pain
VEGF 2578 C>A
cC 17 (54.8) 30 (33.7) 1°
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CA
AA

CA+AA

Dyspareunia
KDR 1192 C>T
CC
CT
TT

CT+TT

Bladder symptoms
VEGF 2578 C>A
CC
CA
AA
CA+AA

A

14 (45.2)
0 (0.0)
14 (45.2)

14 (22.6)

26 (56.6)
18 (39.1)
2 (4.3)
20 (42.4)

70 (76.1)

5 (71.4)
2 (28.6)
0(0.0)
2 (28.6)

2 (14.3)

46 (51.7)
13 (14.6)
59 (66.3)

72 (40.4)

132 (75.9)
37 (21.2)
5 (2.9)
42 (24.1)

290 (86.3)

23 (31.5)
39 (53.4)
11 (15.1)
50 (68.5)

61 (41.8)

0.12

0.99

0.03

0.01

0.04

0.72

0.05

0.09

0.13

0.99

0.053

0.04

2.07 (0.84 — 5.15)

2.65 (1.08 — 6.50)

2.46 (1.20 — 5.05)

1b
0.43 (0.19 — 0.96)
0.71 (0.11 — 4.48)
0.47 (0.22 — 0.99)

1.72 (0.91 — 3.24)

1b

4.31 (0.63 — 29.3)

6.35 (0.98 — 41.5)

5.32 (1.04 - 27.3)

Differences in sample sizes are due to available data from PCR amplification for each SNP. OR: odds ratio; ClI:

confidence interval; “Teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher; "Reference group; ‘Adjusted by age and BMI.
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6.3. Revisdo sistematica: Estudos caso-controle que avaliaram os SNPs nos genes VEGF
e/ou KDR no desenvolvimento da endometriose

Este estudo revisou todos os trabalhos que utilizaram delineamento de estudos do tipo
caso-controle para investigar a magnitude de associacdo de polimorfismos nos genes VEGF e/ou
KDR no desenvolvimento da endometriose. O delineamento de estudo do tipo caso-controle esta
sendo cada vez mais utilizado nas analises epidemioldgicas que exploram o perfil molecular das
mulheres com endometriose. Entretanto, observamos, ainda, resultados controversos quando
revisamos os estudos que exploraram SNPs nos genes VEGF e/ou KDR no desenvolvimento da
endometriose. Além disso, no presente estudo descrevemos diferencas metodologicas,
especialmente, em relacdo a selecdo do grupo controle, o que pode contribuir para as discrepancias
dos resultados encontrados na literatura. Sugerimos que a sele¢do de um grupo controle ideal para
avaliar a magnitude de associacdo de polimorfismos e o desenvolvimento da endometriose séo
controles livres de doengas, submetidas a cirurgia para realizacdo de laqueadura. Este trabalho de
revisdo teve a finalidade de revisar as investigacdes epidemioldgicas e moleculares, que focam na
busca de polimorfismos que possam estar associados com o desenvolvimento da endometriose,

especialmente, em genes envolvidos na via de angiogénese pela sinalizacdo do VEGF ao KDR.
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Resumo

A endometriose é uma doenca ginecoldgica que pode causar dor pélvica e infertilidade. Para o
estabelecimento da doenca, a angiogénese, via VEGF-KDR, desempenha papel fundamental. O
objetivo deste estudo foi revisar trabalhos que utilizaram o delineamento caso-controle para
verificar a magnitude de associagdo de polimorfismos nos genes VEGF e/ou KDR no
desenvolvimento da endometriose. Foram identificados 107 estudos nas bases de dados e a
qualidade dos artigos incluidos (n=19) foi avaliada pelo STROBE. Os resultados controversos
observados podem ser explicados pelas diferencas metodoldgicas, pelo tipo de controle elegivel e
pela utilizacdo da estimativa de risco ndo ajustada. Concluimos que estudos multicéntricos com
delineamento adequado, envolvendo diferentes populagdes e anélise combinada de polimorfismos
nos genes VEGF e KDR ainda sdo necessarios. Sugerimos que o grupo controle ideal para este
tipo de estudo deve ser formado por mulheres férteis e livres de doencas ginecoldgicas, que se

submetem ao procedimento de lagueadura.

Palavras-chave: Endometriose; VEGF; KDR; Polimorfismos.
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Abstract

Endometriosis is defined as the presence of endometrial tissue outside the uterine cavity and can
cause pelvic pain and infertility. For the establishment of the disease, angiogenesis via VEGF-
KDR plays a key role. The objective of this study was to review articles that used the case-control
design to verify the magnitude of association of polymorphisms in VEGF and/or KDR genes in the
development of endometriosis. A search of databases was conducted and identified 107 studies,
the quality of the articles included was assessed by STROBE (n =19). The controversial results
can be explained by methodological differences regarding the type of eligible control and the use
of the unadjusted risk estimation. We conclude that multicenter studies with correct design,
involving different populations and combined analysis of polymorphisms in the VEGF and KDR
genes are still needed; and that the ideal control group for this type of study should be consisting

of fertile women without gynecological diseases undergoing tubal ligation.

Keywords: Endometriosis; VEGF; KDR; Polymorphism.
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INTRODUCAO

A endometriose € uma doencga ginecologica, caracterizada pela presenca de tecido
endometrial funcional fora da cavidade uterina, representando um dos disturbios ginecologicos
benignos mais comuns.**#'O real perfil das pacientes com endometriose é impreciso, embora haja
consenso de que ela esteja presente em pelo menos 10% da populagdo, em cerca de 3 a 20% das
mulheres em idade reprodutiva, 30 a 50% das mulheres inférteis e 3 a 5% das mulheres na pds-
menopausa.t”®®"®

As mulheres portadoras de endometriose podem ser assintomaticos (10,7%), no entanto, a
maioria apresenta sintomas, em diferentes intensidades, sendo os principais: dismenorreia (52-
97%), dor pélvica cronica (22-69%), infertilidade (25-47%), dispareunia de profundidade (44-
71%) e sintomas intestinais e urinarios ciclicos (29%).°2**%>% A endometriose acarreta
consequéncias fisicas, mentais e sociais na mulher, tendo em vista que sua psique e suas relacoes
interpessoais e conjugais sdo afetadas pelos problemas decorrentes dos sintomas, em especial, pela
impossibilidade de gerar filhos.*®>

Vaérias sdo as teorias para explicar o surgimento da endometriose, entretanto sua etiologia
ainda ndo est4 clara. A teoria mais aceita até hoje é a proposta por Sampson® (1927),que
descreveu que o tecido endometrial, por fluxo menstrual retrogrado, retorna pelas tubas uterinas e
adere a cavidade peritoneal. Para que isso ocorra, 0 processo de angiogénese, caracterizado pelo
crescimento de novos vasos a partir de vasos pré-existentes, é essencial.*®

Dentre os fatores pré-angiogénicos destaca-se o fator de crescimento edotelial vascular
(VEGF), que assume um importante papel no desenvolvimento da endometriose.***%* Em 2008,
nosso grupo observou um aumento da distribuicdo de VEGF e seu receptor, VEGFR-2, em
amostras de endometriose de ovario, bexiga e no reto sigmdide, quando comparadas ao seu
controle, sendo que a maior distribuicdo de VEGF e VEGFR-2 foi observada na endometriose do
reto-sigmodide, considerada a mais grave.*

O VEGF ¢é codificado por um gene com o mesmo nome, localizado no cromossomo
6p21.3, composto por oito éxons,’® enquanto que o seu receptor, VEGFR?2, é codificado pelo gene
KDR (receptor do dominio de insercdo da cinase), localizado no cromossomo 4q11-q12, sendo
composto por trinta éxons.*” Ambos os genes sdo polimérficos, destacando-se no estudo da

endometriose cinco polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) no gene VEGF (rs699947,
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rs833061, rs1570360, rs2010963 e rs3025039) e trés no gene KDR (rs1870377, rs2305948 e
rs2071559), em virtude da alta frequéncia em que ocorrem nas diferentes populagdes, além de

todos interferirem de forma significativa na atividade ou expressdo da enzima.>*3"*%8!

Recentemente, nosso grupo observou uma associagcdo positiva para 0 SNP VEGF
rs1570360 no desenvolvimento da endometriose (OR: 1,90; 1C95%: 1,23 — 2,97) em mulheres
brasileiras.>® Diversos estudos do tipo caso-controle também ja investigaram a influéncia de SNPs
no gene VEGF ou KDR no desenvolvimento da endometriose. Entretanto, os resultados das

1,2,5,7,15,19,26,32-34,37,39-41,4 1,63,70,74,87 A
,2,5,7,15,19,26,32-34,37,39-41,45,56,61,63,70,74,8 além de haver um

analises ainda sdo controversos,
questionamento em relagcéo ao grupo de controle ideal para estudar polimorfismos, que predispdem
a endometriose, quando se utiliza um delineamento metodolégico de estudos analiticos

observacionais do tipo caso-controle.

Nesse contexto, 0 objetivo deste estudo foi revisar todos os trabalhos que utilizaram o
delineamento de estudo do tipo caso-controle para investigar a magnitude de associacdo de SNPs
dos genes VEGF e/ou KDR no desenvolvimento da endometriose. Adicionalmente, pretendemos
descrever e discutir os critérios de inclusdo/exclusdo utilizados para definir o grupo de casos com
endometriose e, principalmente, dos controles, com o intuito de verificar diferencas metodoldgicas
que possam ter contribuido para as discrepancias dos resultados encontrados na literatura. Este
trabalho de revisdo visa contribuir para definicdo do tipo de sujeito elegivel para estudos analiticos
observacionais do tipo caso-controle, que busquem identificar SNPs envolvidos com o

desenvolvimento da endometriose.

METODOS
Estratégia de Busca

Para identificar todos os estudos publicados até o dia 1 de setembro de 2015, sobre as
associagdes entre SNPs de VEGF e/ou KDR e o desenvolvimento da endometriose foi realizada
uma avaliagdo dos titulos e dos resumos (abstracts) dos estudos encontrados por dois
pesquisadores (J.V.C. e J.A.P), de forma independente e “cegada”, na base de dados do PubMed,
MEDLINE, BVS e Scielo, utilizando os seguintes descritores: (“endometriosis” OR

“endometriose”) AND (“polymorphism” OR “polimorfismo” OR “SNP” OR “genetic
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polymorphism” OR “polimorfismos genéticos”) AND (“VEGF” OR “Vascular endotelial growth
factor” OR “Fator de crescimento endotelial vascular” OR “VEGFR-2” OR “Vascular endotelial
growth fator-2” OR “Fator de crescimento endotelial vascular-2” OR “KDR” OR “Kinase Insert
Domain Receptor” OR “Receptor do dominio de insercdo da cinase”). Os estudos foram
selecionados seguindo os critérios de inclusdo e exclusdo, pré-selecionados, conforme descritos a

sequir.

Critério de Inclusao e de Exclusédo

Como critério de inclusdo para esta revisdo foram selecionados estudos que utilizaram um
desenho do tipo caso-controle e que avaliaram associagdes entre polimorfismos do gene VEGF
e/ou KDR e o desenvolvimento da endometriose. Quanto ao periodo de publicacdo foram

incluidos artigos publicados até setembro de 2015, sem restri¢do de idioma.

Os critérios de exclusdo dos estudos foram: (i) auséncia de uma populacdo controle; (ii)
dados de associacdes incompletos; (iii) dados em duplicata; (iv) meta-analise, revisao, cartas,
comentarios ou artigos editoriais; (v) agueles que ndo analisaram SNPs no VEGF e/ou KDR; (vi)
0s que ndo incluiram pacientes com endometriose; (vii) e aqueles aos quais ndo tivemos acesso ao

texto na integra.

Coleta de dados

Depois de realizada a estratégia de busca na base de dados do PubMed, MEDLINE, BVS e
Scielo dos artigos que estudaram SNPs nos genes VEGF e/ou KDR com o desenvolvimento da
endometriose, as seguintes informacgdes foram extraidas: primeiro autor; ano de publicacdo;
revista; pais em que o estudo foi realizado; nimero de casos e controles; média de idade dos casos
e controles com seus respectivos desvios de padrdo e/ou intervalo; critérios de
selecdo/elegibilidade e exclusdo dos casos de endometriose e dos controles; estadiamento da
endometriose; fonte dos controle; tipo de SNP; técnica de genotipagem utilizada para identificacéo
dos SNPs estudados; dados de frequéncia alélica e genotipica dos SNPs e dado estatistico da razdo

de chances (OR), com seus respectivos intervalos de confianga 95% (IC 95%).
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Avaliacao da qualidade dos estudos incluidos

Dois revisores (J.V.C. e J.A.P), independentemente, avaliaram a qualidade metodoldgica
dos 19 estudos incluidos nesta revisdo, utilizando os critérios do instrumento STROBE
(Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology).>>® Vinte e dois itens de
avaliagcdo receberam uma pontuacdo de 0 a 1. Esses itens referem-se ao titulo e resumo do artigo
(item 1), & introducdo (itens 2 e 3), aos métodos (itens de 4 a 12), aos resultados (itens de 13 a 17),
a discussdo (itens de 18 a 21) e a informacdo sobre o financiamento (item 22). Depois da avalia¢ao
de todos os critérios, cada artigo recebeu uma nota de 0 a 22 de cada pesquisador. Para a
pontuacdo final foi realizada uma média das duas notas, sendo transformada em percentual para
melhor avaliar a qualidade dos artigos. Os revisores definiram, previamente, que 0s artigos que

atingissem um percentual superior a 50% seriam considerados satisfatorios.

RESULTADOS

A figura 1 apresenta o fluxograma da selecdo dos artigos para esta revisao. A estratégia de
busca identificou 101 publicacbes para o gene VEGF e 6 publicacdes para 0 KDR, nédo tendo sido
encontrado nenhum artigo que avaliasse simultaneamente a influéncia de SNPs em ambos o0s
genes com o desenvolvimento da endometriose. Apds a remoc¢édo de artigos duplicados, 35 foram
selecionados para a leitura dos titulos e resumos. No entanto, ainda foram excluidos 14 estudos: 5

porque eram meta-analises,?*3**3%83 2 norque eram trabalhos de revisao, ™

um porque era uma
critica a uma meta-analise publicada anteriormente,’® um porque explorou SNPs no gene IL-10,
em vez depolimorfismos nos genes VEGF efou KDR,*! 4 porque estudaram pacientes com

adenomiosg®®46:77:88

e um porque avaliou mulheres com pterigio em vez de pacientes com
endometriose.”® Ap6s a selecdo dos resumos, 2 foram excluidos por ndo termos tido acesso ao
texto na fntegra.** Sendo assim, ap6s a leitura completa dos artigos, foram incluidos nesta revisio
19 estudos caso-controle, que avaliaram SNPs nos genes VEGF (n = 18, 94,7%) ou KDR (n =1,
5,3%) com o desenvolvimento da endometriose, no periodo de 2005 a 2015, 2°71>19.26:3234,37,39-
41.45,56,6163.70.7487 Emy relacdo & avaliagdo da qualidade dos 19 estudos selecionados para esta

revisdo, todos os artigos atingiram percentuais maiores que 50%°>% e a pontuacéo média variou
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entre 12 a 21 pontos (54,5-95,5%). Os estudos que tiveram a menor e a maior pontuagédo, segundo
os critérios do STROBE, foram Kim et al.™® (2008) e Perini et al.® (2014), respectivamente
(Tabela 1).

Nesta revisao foram incluidos dados de 9.050 mulheres (4.430 com endometriose e 4.620
controles) de paises da Asia,"1934373940456374  Amgrica do Norte, 61 América do Sul®

Europa, %" Euro-asiaticos,>* Africa® e Oceania.®’

A Tabela 1 descreve os critérios de inclusdo e exclusdo do grupo de casos de endometriose,
ressaltando que todos os estudos consideraram elegiveis as mulheres que fizeram o diagnoéstico
cirurgico da doenca. Dentre os 19 estudos, 14 (74%) tiveram também a confirmacdo
histopatoldgica®1>19:2632:34.3739-414556.70.74 o 3 (1604) estudos incluiram também a ultrassonografia
transvaginal (TVS) como método de triagem para o diagnéstico da endometriose.>’*
Considerando o estadiamento da doenca, verificamos que 6 (32%) estudos incluiram pacientes
com estagio I, I, Il ou IV;>3234394L81 5 (2604) agruparam em estadiamento I-11 ou Ill-
IV, 215265687 9 (1006) incluiram apenas mulheres com estagio | e 11,**"° 3 (16%) incluiram

pacientes apenas com estadiamento 111 e [V73"%

e outros 3 (16%) ndo apresentaram informacéo
quanto ao estadiamento cirtrgico da doenca.*>®*™* Em relacéo aos critérios de excluséo do grupo
de casos de endometriose, 7 (36,8%) estudos ndo informaram nenhum critério, enquanto que 0s
demais, num total de 12 (63,2%), consideraram pacientes que apresentaram historico de doencas
angiogénese-dependentes® ou que poderiam estar associadas a polimorfismos do VEGF,®23064
além de mulheres que apresentaram adenomiose, cisto ovariano, doenca inflamatoéria pélvica,

ocluséo tubéria bilateral e mioma.

Para o grupo controle (Tabela 2), 16 (84,2%) estudos tiveram como critério de inclusdo
mulheres com o diagnéstico cirdrgico negativo de endometriose,>>"1>19:26.3237.39.404556.61,63,7087 o 3
(15,8%), que ndo realizaram procedimento cirdrgico também nédo fizeram nenhuma triagem por
imagem para descartar a presenca da doenca.>***"* Apenas 3 (15,8%) estudos realizaram triagem
por imagem.>’*" Dos 16 estudos que realizaram procedimento cirdrgico no grupo controle, 4
(25%) incluiram mulheres submetidas & cirurgia de ligadura tubaria,>*>***® 3 (18,8%) incluiram
mulheres submetidas & cirurgia para retirada de cisto de ovario;?*****® 2 (12,5%) incluiram

mulheres submetidas & cirurgia para retirada de mioma;?***® 4 (25%) incluiram mulheres
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submetidas & histerectomia®#04>87

e 9 (56,3%) incluiram mulheres que se submeteram a cirurgia
por causa de problemas diversos como, apendicite, carcinoma in situ do colo uterino, cistos
dermoides, cistos parovarios, cistos serosos e mucinosos, dismenorreia, dor pélvica, fibroma
ovariano, hemorragia uterina disfuncional, hidrossalpinge, infertilidade, malformacdes uterinas,

|.2>2037405683.70 comg critério de exclusio para o grupo controle, 5

massa anexial e pelve norma
(26,3%) estudos ndo informaram nenhum critério de exclusdo.>****8” Qs demais, (73,7%)
consideraram praticamente 0s mesmos critérios de exclusao do grupo de casos de endometriose.
Na tabela 3 sdo apresentadas as caracteristicas dos SNPs investigados nos estudos elegiveis
para esta revisdo. Foram estudados 5 SNPs no gene VEGF e 5 no KDR, sendo genotipados pelas
técnicas de PCR-RFLP (78,9%), PCR em tempo real (10,5%), LDR-PCR (5,3%) e MALDI-TOF
(5,3%). O SNP rs699947 foi avaliado em 4 (21,1%) estudos e a frequéncia do alelo VEGF -2578A
variou entre 19-63% e 26-53% nos casos e controles, respectivamente, sendo que Liu et al.*
(2009) e Lamp et al.** (2010) observaram efeitos opostos, enquanto Zhao et al.®” (2008) e Perini et
al.>® (2014) ndo encontraram associacdo com a doenca (Tabela 4). O SNP rs833061 foi avaliado
em 12 (63,2%) estudos e a frequéncia do alelo VEGF -460C variou entre 3-53% nos casos e 1-
51% nos controles, porém nenhum trabalho encontrou associacdo deste SNP com o
desenvolvimento da doenca.?®"1>193234404356.7087 3 atrg (21,1%) estudos avaliaram o SNP
rs1570360 e a frequéncia do alelo VEGF -1154A variou entre 16-42% e 16-37% nos casos e
controles, respectivamente (Tabela 3). Contudo, 2 estudos ndo encontraram associagcdo do SNP
rs1570360 com endometriose:**® Liu et al.*® (2009) observaram uma associacdo negativa e Perini
|.56

et a
rs2010963 foi investigado em 15 (78,9%) estudos e a frequéncia do alelo VEGF +405C variou

(2014), uma associacdo positiva com o desenvolvimento da doenca (Tabela 4). O SNP

entre 18-74% nos casos e 26-95% nos controles (Tabela 3), sendo que 9 estudos (Tabela 4) néo

15.32.3441,3663,70.7487 9 estudos verificaram associacao

encontraram associagdo com endometriose,
positiva na presenca do genotipo VEGF +405GG*’ e, contrariamente, 4 estudos verificaram
associacdo positiva na presenca do alelo ou genétipo +405C°'°*%“° Nove estudos (47,4%)
avaliaram o SNP rs3025039 e a frequéncia do alelo VEGF +936T variou entre 13-27% e 13-20%
nos casos e controles, respectivamente (Tabela 3), todavia 6 estudos ndo encontraram
aSSOCiagé039,41,45,56,70,87
alelo +936T.1>323 Apenas um estudo®” avaliou SNPs do gene KDR (rs1531289, rs2305948,

rs1870377, rs7692791 e rs7667298) com o desenvolvimento da endometriose, encontrando
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associagéo positiva com a doenca na presenca do alelo KDR1192T (Tabela 4).

DISCUSSAO

Esta revisdo apresenta uma descricdo detalhada dos trabalhos que utilizaram o
delineamento de estudo do tipo caso-controle para investigar a magnitude de associacdo de SNPs
de VEGF e/ou KDR no desenvolvimento da endometriose. A angiogénese, via sinalizacdo do

VEGF-KDR, é um evento importante para o desenvolvimento da doenca,*®4%~1%

ja que lesdes de
endometriose sdo caracterizadas por uma vascularizacdo densa e que requerem um fornecimento
de sangue adequado a sua sobrevivéncia.® Além disso, ja foi observado um aumento da expressdo
e da distribuicdo de VEGF e VEGFR2 em amostras de mulheres com endometriose quando

comparadas ao seu controle.**"

A expressdo dos genes VEGF e KDR, assim como a atividade destas proteinas podem ser
alteradas pela presengca de polimorfismos em regides codificantes e ndo codificantes dos
genes.®**"81 Os SNPs que ocorrem nas regides promotoras, 5°-UTR e 3’-UTR, afetam potenciais
elementos reguladores, sensiveis a hipdxia e contribuem para a alta variabilidade da producéao de
VEGF nos tecidos.®®%2% Os SNPs rs699947, rs833061 e rs1570360, presentes na regido
promotora do gene VEGF, apresentam maior atividade de transcricdo e estdo associados com alto
nivel da proteina.’® O SNP rs2010963, localizado na regido 5-UTR do gene VEGF, afeta a
eficiéncia da transducdo e estd relacionado com a producdo de VEGF a partir de células
mononucleadas do sangue periférico.®? Ja o SNP rs3025039, na regido 3°-UTR do gene VEGF,
influencia na concentracdo de VEGF plasmatico circulante.”® Os SNPs rs2305948 e rs1870377,
localizados em éxons do gene KDR, diminuem a eficiéncia de ligacio do KDR ao VEGF.®' O
possivel efeito do SNP rs7667298, localizado na regido 5'-UTR do gene KDR, ndo esta bem claro.
No entanto, esse SNP estd associado ao SNP rs2071559 (KDR-604T>C), localizado na regido
promotora. J& foi observado que a presencga do alelo -604C reduz a atividade transcricional do
KDR.®' Os SNPs rs1531289 e rs7692791, localizados nos introns do gene KDR, ainda néo foram

estudados em relacao aos seus efeitos funcionais.

O papel do VEGF-KDR na fisiopatologia da endometriose, assim como a influéncia do

SNPs em modular os niveis e a atividade destas proteinas justificam o elevado nimero de estudos
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que buscaram descrever a magnitude de associacdo dos SNPs nos genes VEGF e KDR no

desenvolvimento da endometriose.l'2®715:19:26:32:34,3739-414556.6163,70.7487 £y 9013 | j %3

et a
realizaram um estudo de meta-analise, envolvendo 14 trabalhos, que investigaram a magnitude de
associacdo de 5 SNPs do gene VEGF (rs699947, rs833061, rs1570360, rs2010963 e rs3025039) e
a susceptibilidade da endometriose. O aumento do risco em desenvolver a endometriose foi
observado na presenca do SNP VEGF 936C>T, enquanto que os SNPs VEGF -2578C>A e -
1154G>A foram fatores de protecdo para o desenvolvimento da doenca. Ja os SNPs VEGF -
460T>C e 405G>C ndo foram associados aodesenvolvimento da endometriose. Para 0 KDR,
apenas um estudo do tipo caso-controle avaliou a magnitude de associacdo entre cinco SNPs
(rs1531289, rs2305948, rs1870377, rs7692791 e rs7667298) e o desenvolvimento da
endometriose em mulheres chinesas, observando uma associa¢do negativa na presenca do alelo
1192T (rs2305948).3" Até o presente momento, ndo existem dados na literatura que avaliem de

forma combinada SNPs nos genes VEGF e KDRe o desenvolvimento da endometriose.

Os resultados controversos observados nos estudos do tipo caso-controle, descritos nesta
revisdo, podem ser explicados pelas diferencas metodoldgicas delineadas em cada estudo,
principalmente, pelo tipo de controle elegivel e pela utilizagdo da medida de associacéo, razdo de
chances (OR) néo ajustada, utilizada para avaliar a magnitude de associacdo de polimorfismos nos
genes VEGF e KDR no desenvolvimento da endometriose. As técnicas de estratificacdo e
regressdo multipla sdo dois métodos estatisticos, que podem ser utilizados para excluir possiveis
variaveis de confusdo e, consequentemente, produzir ORs ajustados.'?*?*™* Dentre os 19 estudos
incluidos nesta revisdo, apenas 7 (36,8%) utilizaram OR ajustado (Tabela 4) para avaliar a
magnitude de associacdo de SNPs nos genes VEGF e KDR e o desenvolvimento da

1537:414556.6374 A maneira pela qual as variaveis sio medidas pode inserir um viés e

endometriose.
distorcer a estimativa da medida de efeito.>” As variaveis de confusdo ocorrem quando parte da
associagdo encontrada é resultado da presenca de uma terceira variavel que esta relacionada tanto
com a doenca quanto com a exposicao de interesse, resultando em uma alteracdo na estimativa de

risco.*®

Os estudos epidemioldgicos analiticos observacionais do tipo caso-controle sdo aplicados

para avaliar exposi¢des entre grupos semelhantes,que apresentam (casos) ou ndo (controles) a
doenca.®® Sdo amplamente utilizados no estudo de doencas raras ou com longo periodo de inducéo
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e exposicdes frequentes,”® como no caso da endometriose. Além disso, os estudos do tipo caso-
controle podem contribuir para encontrar achados importantes e eficientes em termos de tempo
relativamente curto com poucos recursos financeiros.>” Entretanto, estudos do tipo caso-controle
tendem a ser mais suscetiveis a vieses que outros desenhos analiticos epidemiolégicos e a forma
como os individuos sdo recrutados para o estudo pode distorcer a estimativa da medida de
efeito.”®®’A definicdo do grupo caso é um ponto critico em um estudo caso-controle, sendo 0s
critérios de diagndstico e de elegibilidade, dois aspectos fundamentais para a selecdo dos
individuos. O objetivo é assegurar que todos os verdadeiros casos tenham igual probabilidade de
entrar no grupo, e que nenhum falso caso seja selecionado, pois isso pode distorcer a estimativa da
medida de associacdo na direcdo da hipotese nula.***? Em todos os estudos publicados, que
analisaram polimorfismos do VEGF e KDR no desenvolvimento da endometriose, apresentados
nesta revisdo, foi observado que os casos de endometriose tiveram o diagnostico cirurgico da
doenca. Apesar dos métodos de imagem disponiveis apresentarem uma boa acuracia no
diagndstico da endometriose, segundo consenso da Sociedade Européia de Reproducdo Humana e
Embriologia (ESHRE) e da Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM), o padréao
ouro para o diagnostico da endometriose é a viodeolaparoscopia com a inspecdo direta da
cavidade pélvica e visualizacéo dos implantes, além da confirmacdo histopatoldgica da doenca.**
Assim, a selecdo dos casos incluidos nos artigos descritos nesta revisdo apresentou um bom
critério de diagnostico e elegibilidade, assegurando que todas as 4.430 mulheres incluidas fossem

verdadeiros casos de endometriose.

A selecdo do grupo controle requer um cuidado especial e talvez seja o principal desafio
para a garantia da validade do estudo, considerando a complexidade da doenca investigada
(endometriose). O grupo controle dos estudos incluidos nesta revisdo foi formado por mulheres
que poderiam ter outras doencas, inclusive distdrbios ginecologicos associados ao
desenvolvimento da endometriose, com o processo de angiogénese e/ou com polimorfismos nos
genes VEGF e KDR.581630386485 carea de 74% (n=14) dos estudos incluidos nesta revisdo
utilizaram controles que apresentavam outras doencgas ginecoldgicas ou ndo apresentavam
informacdo sobre a razdo da realizacdo do procedimento cirargico, realizado por médico
ginecologista (laparoscopia e/ou laparotomia), podendo assim fornecer baixas estimativas de risco,

considerando que estas doencas e/ou a razdo pela qual a mulher foi submetida a cirurgia possam

105



estar associadas a exposicdo sob investigacio (SNPs do gene VEGF e KDR). E fundamental que o
grupo controle seja diretamente determinado pela definigcdo e selecdo do grupo de casos, sendo
amostrados de uma mesma fonte.®*Dentre os 19 estudos incluidos nesta revisao, cerca de 74% (n =
14) utilizaram controles de base hospitalar (Tabela 2). Contudo, os critérios de incluséo e exclusédo

foram variados 2,15,19,26,32,37,39,40,41,56,61,63,70,74

além de 2 estudos (14,3%), dentre os 14, ndo terem
realizado procedimento cirurgico e/ou ultrassonografia para excluir o diagnostico de
endometriose.**"* J4 esta descrito na literatura que cerca de 11% das mulheres com endometriose
ndo apresentam os sintomas da doenca.’>** Além disso, o tempo médio entre o inicio dos sintomas
e o0 diagnostico definitivo de endometriose é extensamente longo, variando entre
aproximadamente 7 a 12 anos.>*Destacamos, ainda, que no artigo de Zhao et al.,®” os controles
eram mulheres que relataram ndo serem portadoras de endometriose, sendo que apenas 27%
tinham diagndstico negativo de endometriose por laparoscopia ou histerectomia. Toktam et al.,”*
utilizaram controle de base hospitalar, contudo n&o informaram se as mulheres haviam realizado
procedimento cirurgico, apenas relataram que ndo apresentavam problemas ginecoldgicos. Lamp

|.4l

et al.™ utilizaram mulheres saudaveis férteis (com pelo menos 2 filhos), sem suspeita clinica de

endometriose e sem realizar procedimento cirirgico para descartar a presenca da doenca. Ikuhashi

etal.

utilizaram corddo umbilical como controle material, obtido a partir de neonatos fémeas.

As principais limitagdes dos estudos do tipo caso-controle sdo: a falta de validade devido
ao viés de selecdo; o recrutamento de controles ndo representativos da populagdo sob risco; erros
de medidas de associacdo, em funcéo dos diferentes vieses de lembranca entre casos e controles e
as variaveis de confusdo que falseiam uma associacdo causal.>®® De acordo com Zondervan et al.®®
(2002a), a escolha do grupo controle ideal para o estudo da base genética da endometriose € 0
livre de doencas, que se submete a cirurgia para realizacdo de laqueadura. Dentre os 19 estudos
incluidos nesta revisdo, cerca de 21% (n=4) utilizaram mulheres submetidas a laqueadura no

grupo controle,>*19:56

sendo que apenas 2 (11%) estudos foram formados exclusivamente por um
grupo controle de mulheres submetidas ao procedimento de laqueadura.*>*° Corroborando com
esses achados, sugerimos também que o grupo controle ideal para realizar estudos do tipo caso-
controle, que avaliam o perfil genético de mulheres com endometriose, deve ser formado por
mulheres submetidas & laqueadura, j& que é possivel fazer a inspecédo direta da cavidade pélvica e
excluir a presenca das lesdes endometrioticas.

Os estudos analiticos observacionais do tipo caso-controle, quando sdo cuidadosamente
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delineados, podem fornecer informagdes relevantes para a identificacdo dos fatores de risco,
especialmente no caso da endometriose, que € uma doenga complexa e multifatorial. As analises
epidemioldgicas que exploram também o perfil molecular das mulheres com endometriose podem
contribuir para as investigacdes etiologicas e para construir um instrumento para as acles e
intervencOes no &mbito da saude publica.

Em conclusdo, estudos mais abrangentes com delineamento metodoldgico correto,
envolvendo diferentes populacdes, assim como a analise combinada de SNPs nos genes VEGF
e/ou KDR, ainda sdo necessarios em virtude do papel fundamental dessesfatores no
desenvolvimento da endometriose. Sugerimos que a selecdo de um grupo controle de base
hospitalar, sem historico de infertilidade e disturbios ginecoldgicos, como é o caso das mulheres
submetidas ao procedimento de laqueadura, corresponde ao tipo de controle adequado para avaliar
a magnitude de associacdo de SNPs nos genes VEGF e/ou KDR no desenvolvimento da

endometriose.
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Tabela 1. Descrigdo dos critérios de inclusao e exclusdo do grupo de casos de endometriose,

estabelecidos pelos estudos elegiveis para esta revisao.

Estadiamento da

Pontuacéo de

A Casos i cab Diagnéstico Critérios de
Referéncia Populagio Cirurgia® Endometriose o ) qualidade
(ano) Histol6gico exclusao
(N) Strobe (%0)
111=80 Cisto ovariano,
Bhanoori et al.” ) ) y adenomiose, cancer
Indiana 215 Laparoscopia® IV =135 N&o » . 16 (73%)
(2005) de ovario, mioma e
endometriose I-11.
Artrite reumatoide,
- ACG, retinopatia
Kim et al.* Laparoscopia ou Il =65 ) o p,
Coreana 215 ) Sim diabética, psoriase, 19 (86%)
(2005) Laparotomia IV = 150
- doenca de Behcet e
endometriose I-11.
Ikuhashi et al.®* Japonesa 147 Sim 1=9;11=15 Sim Sem informacéo 14 (64%)
(2007) 1l=27; 1V =96
Doenca inflamatéria
Gentilini et al.2° _ _ -l =78 _ slvica
Italiana 203 Laparoscopia Sim P ’ 18 (82%)
(2008) HI-IV = 125
Amenorreia,
cirurgia anterior de
Kim et al.* _ 1=20;11=41 ) endometriose ou
Coreana 105 Laparoscopia Sim . 12 (55%)
(2008) N=11: 1V = 33 outra patologia
pélvica, como por
exemplo mioma.
Zhao et a|.87 I-11 =565
Australiana 958 Sim Né&o Sem informacéo 17 (77%)
(2008) -1V = 393
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Suspeita de
endometriose, mas

sem confirmagdo

_ histopatoldgica da
Cosin et al®® ) I-11=19 ) patolog )
(2009) Espanhola 186 Laparoscopia® Sim doenca, menorragia, 20 (91%)
-1V =167 hipermenorreia, que
engravidou ou
amamenta nos
Gltimos 6 meses.
Liu et al.*®
Laparoscopia ou
(2009) Chinesa 344 f . P . Sem informagéo Sim Sem informagao 19 (86%)
aparotomia
I-11=11
Attar et al.® ) )
urca aparoscopia -Iv = o em informacéo )
(2010) T 52 L ¢ -1V =41 Na S f 8 17 (77%)
Artrite reumatoide,
Toktam et al.** ) ] ) ACG, retinopatia
Iraniana 105 Laparoscopia Sem informagao Né&o L . 16 (73%)
(2010) diabética, psoriase e
doenca de Behget.
1=53;11=39
Lamp etal.™ ) ] ) ) i
stoniana im =36;IV= im em informacéo 0
(2010) Est 150 S 11 =36; IV =22 S S f (o 20 (91%)
Artrite reumatoide,
— 21l = ACG, retinopatia
Altinkaya et al.2 . I=411=18 . o p,
(2011) Turca 98 Sim Sim diabética, psoriase 17 (77%)
11=41;1V =35 ou doenca de
Behcet.
Emamifar et
19 Terapia enddcrina
al. ™ (2012) Iraniana 480 Sim I-11 Sim P 15 (68%)

antes da cirurgia.
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Rotman et al.*
(2013)

Kang et al.¥’

(2013)

Saliminejad et
al.% (2013)

Perini et al.*®
(2014)

Henidi et al.*

(2015)

Szczepanska et

al.”’ (2015)

Americana

Chinesa

Iraniana

Brasileira

Tunisiana

Polonesa

24

571

135

182

105

154

Laparoscopia

Laparoscopia ou

Laparotomia

Laparoscopia

Laparoscopia ou
Laparotomia

Laparoscopia

Laparoscopia

n=2;1v=17

1H1-1v

Sem informacéo

I-11 =71,

11-1v =110,

Sem informacéo =

1

1=27;11=36,

11=18;1V=24

1=83

=71

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim

Sem informacéo

Sem informacéo

Aurtrite reumatoide,
retinopatia diabética
e doenga de Behget.

Histdrico de cancer

ou adenomiose.

Avrtrite reumatoide,
ACG, retinopatia
diabética, cancer de
mama, doenca de
Behget, leiomioma,
adenomiose,
mioma, carcinoma
in situ do colo
uterino ou cancer de

ovario.

Distor¢éo mecanica
da cavidade
endometrial por
miomas, oclusdo
tubdria bilateral e
fator de infertilidade

masculina.

13 (59%)

19 (86%)

19 (86%)

21 (96%)

17 (77%)

17 (77%)

ACG = arterite de células gigantes. ®Tipo de cirurgia para o diagndstico da endometriose. Sim = ndo especificado o
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tipo de cirurgia realizada. "Classificagdo do estadiamento da endometriose descrito pela Sociedade Americana de
Medicina Reprodutiva (1996, 1997), Sociedade Americana de Fertilidade (1985, 1997). °Realizaram também

ultrassonografia transvaginal (TVS).
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Tabela 2. Descri¢cdo dos critérios de inclusdo e exclusdo do grupo controle, estabelecidos

pelos estudos que foram elegiveis para esta revisao.

Motivo da cirurgia

Referéncia Controles Fonte dos TVS Cirurgia® Critérios d s
(ano) N) controles ) ™ Laqueadura Outro® ) ritérios de exclusao
(N)
Cisto ovariano,
Bhanoori et al.” Base Sim Laparoscopia Sem Sem adenomiose, cancer
(2005) 210 populacional (210) (141) informacéo informacéo de ovario, mioma e
endometriose I-I1.
Artrite reumatoide,
ACG, retinopatia
diabética, psoriase,
doenca de Behget,
Kim et al.*° 210" Base Nio Laparoscopia ou Nio sim (253) endometriose I-11,
(2005) hospitalar Laparotomia leiomioma,
adenomiose,
carcinoma in situ do
colo uterino ou céncer
do ovaério.
Base B . . . B
Ikuhashi et al®*. 181 oopulacional Né&o Né&o Né&o Né&o Sem informagéo
(2007)
Gentilini et al.*® Base i ) ) ) Doenca inflamatéria
(2008) 140 hospitalar Nao Laparoscopia Nao Sim (140) oélvica.
Amenorreia, cirurgia
anterior de
Kim et al.* Base ) Sem endometriose ou outra
101° ) N&o Laparoscopia N&o _ ) )
(2008) hospitalar informacao patologia pélvica,
como por exemplo
mioma.
Zhao et al. ¥ 959 Base Njo  Laparoscopiaou N&o Sem Sem informagéo

Laparotomia
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(2008)

Cosin et al.®

(2009)

Liu et al.®®

(2009)

Attar et
al.3(2010)

Toktam et al.**
(2010)

Lamp etal.™
(2010)

Altinkaya et al.?
(2011)

Emamifar et
al.'® (2012)

Rotman et al.®*

(2013)

Kang et al.¥’

(2013)

Saliminejad et
al.%® (2013)

180

360

60

150

199

94

600

18

580

173

populacional

Base

hospitalar

Base

populacional

Base
populacional

Base
hospitalar

Base

hospitalar

Base

hospitalar

Base

hospitalar

Base

hospitalar

Base
hospitalar

Base

hospitalar

Nao

Sim

Nao

Sim

(259)

Laparoscopia

Laparoscopia ou

Laparotomia

Laparoscopia

Sem informacéo

Laparoscopia

Sim

Laparoscopia

Laparoscopia ou
Laparotomia

Laparoscopia

Sim (180)

Sim (sem

informacéo)

Sem

informacéo

Sem

informacéo

Nao

Sim (600)

Sem

informacéo

informacéo

Nao

Sim (sem

informacéo)

Sim (sem

informacéo)

Sim (94)

Sem

informacao

Sim (sem

informacéo)

Sim (173)

Menorragia,
hipermenorreia, que
engravidou ou
amamenta nos Ultimos

6 meses

Doenca maligna ou

endometriose.

Sem informagdo

Artrite reumatoide,
ACG, retinopatia
diabética, psoriase e
doenca de Behget.

Sem informagdo

Artrite reumatoide,
ACG, retinopatia
diabética, psoriase e

doenca de Behget.

Terapia enddcrina
antes da cirurgia,
endometriose, doenga

inflamatéria e mioma.

Sem informagdo

Neoplasia maligna,
endometriose ou

adenomiose.

Artrite reumatoide,

retinopatia diabética e
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Perini et al.*®
112
(2014)
Henidi et al.*?
150
(2015)
Szczepanska et
135

al.”™® (2015)

Base

hospitalar

Base
hospitalar

Base

hospitalar

Laparoscopia ou

Laparotomia

Laparoscopia

Laparoscopia

Sim (51)

Sem

informacéo

Sim (61)

Sem

informacao

Sim (135)

doenca de Behget.

Histdrico de cancer ou

adenomiose

Artrite reumatoide,
ACG, retinopatia
diabética, cancer de
mama, doenga de
Behcet, leiomioma,
adenomiose, mioma,
carcinoma in situ do
colo uterino ou cancer

de ovario.

Sinais de inflamacéo,
passado ou presente,
anormalidades
pélvicas e oclusdo

tubéria bilateral.

TVS = ultrassonografia transvaginal. (-) = ndo se aplica. ACG = arterite de células gigantes. *Tipo de cirurgia

realizada. Sim = ndo especificado o tipo de cirurgia realizada. "Outras razbes para realizacdo de procedimento

cirtrgico incluem apendicite, carcinoma in situ do colo uterino, cisto de ovario, cistos dermdides, cistos parovarios,

cistos serosos e mucinosos, dismenorreia, dor pélvica, fibroma ovariano, hemorragia uterina disfuncional,

hidrossalpinge,histerectomia, infertilidade, malformagGes uterinas, massa anexial, mioma e pelve normal. “Mais 70

mulheres férteis (idade 4313, min e max = 40-49) e sem histérico de problemas ginecoldgicos foram incluidas

também como grupo controle. “Amostra de cord&o umbilical de neonatos do sexo feminino. “Cem homens recém-

nascidos também foram incluidos como controle negativo.
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Tabela 3. Caracteristicas dos polimorfismos dos genes VEGF e KDR, analisados nos estudos
elegiveis desta revisao.

Frequéncia dos genoétipos .
Frequéncia do alelo

Local (selvagem/heterozigoro/ho

cene s Técnica de Referéncia mozigoto variante) variante
no gene genotipagem (ano)
Caso Controle Caso Controle
-2578A
VEGF rs699947 RP Zhao et al.¥’ Sem Sem
MALDI-TOF _ ) 49 50
(2008) informagdo  informagéo
Liuetal.®
PCR-RFLP 65/32/3 56/36/8 19 26
(2009)
Lamp etal.™
PCR-RFLP 12/51/37 25/44/31 63 53
(2010)
TagMan - PCR Perini et al.*®
34/51//15 45/42/13 40 34
em tempo real (2014)
-460C
VEGF rs833061 RP Bhanoori et al.’
PCR-RFLP 26/52 /22 27153120 48 47
(2005)
Kim et al.*°
PCR-RFLP 52/39/9 55/38/7 28 26
(2005)
(2007)
Zhao et al.¥’ Sem Sem
PCR-RFLP _ o ) 50 51
(2008) informagdo  informagéo
Cosin et al.’®
PCR-RFLP 27152121 27148125 47 49
(2009)
Liuetal.®
PCR-RFLP 58/38/4 63/32/5 23 21
(2009)
PCR-RFLP Attar et al.5 52 /27121 50/18/32 35 41
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(2010)

Altinkaya et al.?

PCR-RFLP (2011) 94/6/0 98/2/0 3 1
Emamifar et
PCR-RFLP 19 (2012) 47/39/14 50/38/12 33 31
al.
TagMan - PCR Perini et al.*®
‘ | (2014) 30/54/16 36/48/16 43 40
em tempo rea
Henidi et al.*?
PCR-RFLP (2015) 35/51/14 36/45/19 40 42
PCR em tempo Szczepanska et
| | (2015)70 25/44131 241511725 53 51
rea al.
-1154A
VEGF 51570360 RP Liu et al.®
PCR-RFLP (2009) 69/29/2 61/33/6 16 22
Lamp etal.™
PCR-RFLP (2010) 35/47/18 39/48/13 42 37
Rotman et al.®*
PCR-RFLP (2013) 49/45/6 65/15/20 28 27
TagMan - PCR Perini et al.*®
¢ | (2014) 56/35/9 70/2812 27 16
em tempo rea
+405C
VEGF rs2010963 5’UTR Bhanoori et al.”
PCR-RFLP (2005) 65/33/2 54 /38/8 18 27
Kim et al.*°
PCR-RFLP (2005) 35/42/23 34/53/13 44 40
PCR-RFLP Ikuhashi et al.®* 33/52/15 31/52/17 41 43
(2007)
PCR-RFLP 34/52/14 48142 /10 40 31
Gentilini et al.?®
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VEGF

PCR-RFLP

PCR-RFLP

PCR-RFLP

PCR-RFLP

PCR-RFLP

PCR-RFLP

PCR-RFLP

PCR-RFLP

TagMan — PCR

em tempo real

PCR-RFLP

PCR em tempo

real

rs3025039 3’UTR

PCR-RFLP

PCR-RFLP

(2008)

Zhao et al.*®

(2008)

Cosin etal.?®

(2009)

Attar et al.®
(2010)

Toktam et al.**
(2010)

Lamp et al.™
(2010)

Altinkaya et al.2
(2011)

Emamifar et
al.'® (2012)

Saliminejad et
al.% (2013)

Perini et al.*®
(2014)

Henidi et al.*

(2015)

Szczepanska et

al. " (2015)

Ikuhashi et al.>*

(2007)

Kim et al.®

(2008)

Sem

informacgéo

42149179

13/31/56

32/53/15

63/35/2

16 /58 /26

20/48/32

41/43/16

46/41/13

35/42/23

7/39/54

54/38/8

63/35/2

Sem

informacéo

4714419

15/50/35

58/33/9

54/39/7

0/11/89

43/46/11

35/50/15

35/51/14

41/45/14

8/40/52

65/29/6

Sem

informacéo

31

34

71

36

20

55

56

37

33

44

74

27

20

30

31

60

41

26

95

34

41

40

37

72

+936T

20

Sem

informacéo
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KDR

rs1531289

rs2305948

rs1870377

rs7692791

rs7667298

Intron

25

Exon 7

Exon 11

Intron 6

5’UTR

PCR-RFLP

PCR-RFLP

PCR-RFLP

PCR-RFLP

TagMan - PCR

em tempo real

PCR-RFLP

PCR em tempo

real

LDR-PCR

LDR-PCR

LDR-PCR

LDR-PCR

LDR-PCR

Zhao et al.¥
(2008)

Cosin et al.*®
(2009)

Liu et al.*®
(2009)

Lamp et al.™

(2010)

Perini et al.*®

(2014)

Henidi et al.*
(2015)

Szczepanska et
al.” (2015)

Kang et al.*’

(2013)

Kang et al.¥’

(2013)

Kang et al.¥’
(2013)

Kang et al.¥’
(2013)

Kang et al.¥’

(2013)

Sem

informacéo

71/26/3

68/29/3

69/29/2

73/25/2

59/31/10

7612212

66/31/3

80/19/1

30/50/20

37/46/17

42148110

Sem

informacéo

81/18/1

69/29/2

69/28/3

71/28/1

78/17/5

68/30/2

63/34/3

7512213

30/51/19

35/50/15

41/48/11

16

16

17

16

15

25

13

19

11

45

40

34

-92A

1192T

1719A

+54T

+31T

15

10

17

17

15

13

17

21

14

45

41

35

RP = regido promotora, 5’UTR = regido 5’ ndo traduzida, 3’UTR = regido 3’ ndo traduzida. PCR-RFLP = Reagdo em

cadeia da polimerase - polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricdo. LDR-PCR = Reacdo em cadeia da

ligase - reacdo em cadeia da polimerase. MALDI-TOF = Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight.
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Tabela 4. Descri¢do dos resultados referentes a magnitude de associacdo dos polimorfismos de
VEGF e KDR com a endometriose, segundo os estudos elegiveis desta revisdo.

o Alelo ou
Referéncia (ano) L .
Gene/SNP Associacdo genotipo OR (95% IC)
associado
VEGF Liu et al.” (2009) * Sim AA 0,34 (0,17 —0,70)
-2578C>A Lamp et al.** (2010) ® Sim cc 0,40 (0,20 - 0,78)
(rs699947)  7hao et al.¥” (2008) e Perini et al % )
Nao - -
(2014)
VEGF Bhanoori et al.” (2005), Kim et al.*°
(2005), Ikuhashi et al.** (2007),
-460T>C
Zhao et al.¥ (2008), Cosin et al.®
(rs833061)  (2009), Liu etal.* (2009), Attar et
al.® (2010), Altinkaya et al.? Nao - -
(2011), Emamifar et al.’ (2011),
Perini et al.*® (2014), Henidi et al.*
(2015) e Szczepanska et al.”
(2015)
VEGF Liu et al.** (2009) Sim AA 0,26 (0,11 — 0,67)
-1154G>A Perini et al.*® (2014) Sim AA 6,17 (1,37 — 27,8)
(rs1570360) Lamp et al.” (2010) e Rotman et -
ao - -
al.®* (2013)
VEGF Bhanoori et al.” (2005) Sim GG Risco (sem informagé&o)
+405G>C . © _
Kim et al.** (2005) Sim cc 1,99 (1,20 — 3,28)
(rs2010963) " " _
Gentilini et al.” (2008) Sim C 1,8(1,2-28)
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Attar et al.> (2010) Sim cc 2,34 (1,09 - 5,01)
Altinkaya et al.? (2011) Sim GG 19,92 (9,06 — 43,8)
Emamifar et al.'* (2012) Sim cc 3,78 (2,74 — 5,21)

Ikuhashi et al.** (2007), Zhao et
al.¥” (2008), Cosin et al.® (2009),
Lamp et al.** (2010), Toktam et
al.”* (2010) *, Saliminejad et al.®® N#o - -
(2013) 2, Perini et al.*® (2014),
Henidi et al.* (2015) e
Szczepanska et al.”® (2015)

VEGF Ikuhashi et al.* (2007) Sim T 1,57 (1,08 — 2,29)
+936C>T ) 5 .
Cosin et al.”® (2009) ® Sim T 1,75 (1,12 — 2,74)
(rs3025039) . . _
Henidi et al.* (2015) Sim T 2,19 (1,39 — 3,46)

Kim et al.* (2008), Zhao et al.®’
(2008), Liu et al.*® (2009), Lamp et

al. ™ (2010), Perini et al. * (2014) e Nao ) )
Szczepanska et al.”® (2015)
KDR
1192C>T Kang et al.*” (2013)* Sim T 0,74 (0,57 —0,95)
(rs2305948)
KDR
-92A>G Kang et al.*” (2013) N4o - -
(rs1531289)
KDR
1719T>A Kang et al.*” (2013) Nao - -
(rs1870377)
KDR Kang et al.*” (2013) N4o - -
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+54C>T
(rs7692791)
KDR
+31C>T Kang et al.*” (2013) Nao - -

(rs7667298)

(-) = ndo se aplica. OR = Razdo de chances; IC = Intervalo de confianga. ®Utilizaram métodos estatisticos para

calcular o OR ajustado.
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Publicagdes identificadas por meio de
pesquisa nas bases de dados (n = 107).
PubMed (n = 36);

MEDLINE (n = 34);

BVS (n = 36);

Scielo (n=1).

Publicagdes por conter
’L informagdes em duplicidade

(n=72)

¥

Publicagdes selecionadas para

analise dos titulos e resumos
(n=35)

Publicagdes excluidas apos avaliagio de titulos e
resumos (n = 14):
Meta-anilises (n = 5);
Revisdes (n = 2);
Critica a uma meta-analise (n = 1);
N3o explorou SNPs em VEGFefou KDR (n= 1);
N3o estudaram pacientes com endometriose (n =5).

Estudos selecionados para analise
do texto completo
(n=21)

f Estudos excluidos apds avaliagiio do
texto completo (n=2):
—L Auséncia do texto completo.

Artigos incluidos no estudo
(n=19)

Figura 1. Fluxograma da selecdo de artigos incluidos na reviséo.
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7. DISCUSSAO

A endometriose € uma doenca ginecoldgica complexa multifatorial, causada pela
combinacdo de processos hormonais, imunologicos, fatores genéticos e ambientais (CRAIG,
2008). Marcadores bioguimicos e genéticos para a endometriose ainda precisam ser investigados,
ja que até o momento, nenhum marcador pode ser considerado como de elei¢éo para o diagndstico
da endometriose (HANSEN et al, 2010, BORRELLI et al 2014). Assim, este trabalho teve por
finalidade descrever sobre o possivel papel dos SNPs dos genes VEGF e KDR na susceptibilidade
da endometriose em mulheres atendidas em quatro hospitais publicos Brasileiros.

Estudos genéticos em mulheres com endometriose mostraram uma tendéncia hereditaria
para 0 desenvolvimento da doenca (STEFANSSON et al., 2002, HANSEN et al, 2010,
AUDEBERT et al 2015, RAHMIOGLU et al 2015; SAHA et al., 2015). No presente estudo, n0s
observamos uma maior prevaléncia de endometriose em parentes de primeiro grau no grupo casos,
em comparagao com os controles. Audebert e colaboradores relataram uma histéria familiar de
endometriose em cerca de um terco de pacientes adolescentes com diagnostico de endometriose,
uma vez que 25% tinha um parente de primeiro grau afetado pela doenca. (AUDEBERT et al
2015). Além disso, um estudo de base populacional utilizando uma extensa base de dados de
genealogia demonstrou que 750 pacientes com endometriose foram mais interligados comparado
ao grupo controle, e a razdo de risco para as irmés foi de 5 e para as primas foi de 2
(STEFANSSON et al., 2002).

Em relacdo a avaliacdo epidemioldgica da populacdo do estudo, nds observamos que a
média do IMC foi significativamente menor em mulheres com endometriose do que no grupo
controle. Nossos resultados corroboram com outros achados (PILLET et al. 2012, SHAH et al.,
2013; RAHMIOGLU et al. 2015, SHAHBAZI, et al., 2016), embora a razdo dessa correlagédo
inversa entre o IMC e o risco de endometriose ainda permanece desconhecida (FERRERO et al.,
2005). Recentemente, um estudo de associa¢do do genoma (GWAS) no qual incluiu 3194 casos de
endometriose e 7060 controles, descreveu o locus 7p15.2 como estando associado a endometriose
e a distribuicdo de gordura, demonstrando que existe uma base genetica compartilhada entre a

endometriose e 0 IMC (RAHMIOGLU et al. 2015). Embora os dados epidemiologicos possam ser

131



usados para compreender melhor a endometriose, novos estudos precisam investigar a base

genética, ambiental e a fisiopatologia da diminui¢do do IMC em mulheres com endometriose.

A endometriose pode estar presente em 3 a 5 % das mulheres na fase da p6s-menopausa
(BIANCO, 2012; ACIEN & VELASCO, 2013). Nossos resultados mostraram que dentre as 293
mulheres com endometriose, 4,8% estavam na fase da p6s-menopausa, corroborando com outros
estudos (MOROTTI et al., 2012; SUN et al., 2013; INCEBOZ et al., 2015). Haas et al. (2012)
conduziram um estudo epidemioldgico retrospectivo envolvendo 42,079 mulheres alemds com
endometriose e observaram que 3% delas estavam na faixa etaria de pds-menopausa (55-95 anos).
Sabe-se que os achados de imagens e sintomas clinicos ja podem predizer que a paciente apresenta
endometriose (NACUL & SPPRITZER, 2010), no entanto, o padrdo ouro para o diagndstico da
endometriose é a videolaparoscopia com a inspecdo direta da cavidade pélvica e visualizacdo dos
implantes, além da confirmacdo histopatoldgica da doenca (ESHRE; ASRM). Nesse sentido,
pode-se supor que mulheres assintomaticas foram diagnosticadas tardiamente com endometriose,
ou essas mulheres tiveram os sintomas, mas ndo foram submetidas a uma laparoscopia diagnostica
e, assim, a doenca progride na fase da pds-menopausa (INCEBOZ et al., 2015). Outra hipotese
consistente seria a terapia de substituicdo hormonal (HRT) utilizada em mulheres na pos-
menopausa que pode reativar a endometriose residual ou mesmo produzir novos implantes em
mulheres com um histérico da doenca (AL KADRI et al., 2009). Além disso, 0 uso de HRT,
especialmente em mulheres obesas, pode aumentar o risco de endometriose recorrente, visto que
mulheres na p6s-menopausa obesas produzem mais estrogénio do qua as mulheres ndo obesas
(BULUN et al., 2002; JEON et al., 2013).

Atualmente, a endometriose profunda, considerada o tipo mais grave da doenga, tem sido

um grande desafio para os médicos ginecologistas (ABRAO et al 2015). Em vérias pacientes, a
endometriose profunda pode estar associada ao endometrioma ovariano ou a endometriose
infiltrativa (GONCALVES et al., 2010). Além disso, estas lesdes estdo significativamente
associadas com o estagio avancado da doenca (111 e 1VV) (CHAPRON, et al., 2012). No presente
estudo, observou-se uma predominancia de lesdes infiltrativas profundas (69%), corroborando
com estudos anteriores (ABRAO et al, 2003; ABRAO et al 2015). Estudos recentes, tém indicado
gue mulheres com endometriose, principalmente com DIE, tem um risco aumentado de
desenvolver cancer de ovario ou endometrial, especialmente por estarem envolvidas no processo
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angiogénico (BURGHAUS et al., 2015; YANG et al., 2015; YU et al., 2015; WANG et al., 2014;
KIM, 2014)

A angiogénese via sinalizacdo VEGF-VEGFR2 é um processo fundamental na patogénese
da endometriose, ja que as lesGes endometriGticas sdo caracterizadas por uma intensa
vascularizacdo e requerem um fornecimento adequado de sangue para a sua sobrevivéncia
(ROCHA et al., 2013). Além disso, tem-se observado um aumento na expressao e distribuicdo de
VEGF e de VEGFR2 em amostras de mulheres com endometriose, quando comparado com o
controle (TAN et al, 2001; MACHADO et al., 2008; MACHADO et al., 2010; VERIT et al.,
2010). Nossos resultados mostraram que os SNPs VEGF -2578C>A e -1154G>A foram
significativamente associados com o risco de endometriose. Corroborando com nossos achados,
Lamp et al. (2010) observaram uma associacdo positiva para o alelo VEGF -2578A com o
desenvolvimento da doenca. Em contraste, Liu et al. (2009) encontraram uma associa¢do negativa
com a endometriose para 0s SNPs VEGF -2578C>A e VEGF-1154G>A. Este SNPs, que estdo
presentes na regido promotora do gene VEGF, apresentam um aumento da atividade de transcrigcdo
e estdo associados com niveis elevados da proteina (BROGAN et al, 1999; JIN et al, 2005). O
SNP VEGF +405G>C afeta a eficiéncia da transducdo e esta relacionado com a producdo de
VEGF a partir de células mononucleadas do sangue periférico (WATSON, 2000). O presente
estudo observou que, em comparacdo com o alelo VEGF +405G, o alelo +405C diminui
significativamente o risco de desenvolvimento da endometriose. De acordo com nossos resultados,
Bhanoori et al. (2005) e Altinkaya et al. (2011) observaram um efeito negativo com a doenca na
presenca do polimorfismo. Em contraste, quatro estudos encontraram um efeito positivo no
desenvolvimento da endometriose (KIM et al., 2005; GENTILINI et al., 2008; ATTAR et al.,
2010; EMAMIFAR et al., 2012).

Em relagdo aos SNPs VEGF -460T>C e +936C>T, nossos resultados mostraram que nao
h&d uma associacdo significativa no desenvolvimento da endometriose. Dos 12 estudos que
avaliaram o SNP VEGF-460T>C, apenas um estudo observou um efeito protetor na
suscetibilidade a endometriose (HSIEH et al., 2004). Oito estudos avaliaram o SNP
VEGF+936C>T, mas cinco estudos, corroborando com os nossos resultados, ndo encontraram
nenhuma associagao (KIM et al., 2008; ZHAO et al., 2008; LIU et al., 2009; LAMP et al., 2010;
Szczepanska et al., 2015) e trés estudos encontraram uma associa¢ao positiva com a endometriose
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na presenca do alelo VEGF +936T (IKUHASHI et al, 2007; COSIN et al., 2009; HENIDI et al.,
2015).

Considerando os SNPs no gene KDR, nossos resultados revelaram uma associacao
negativa com a susceptibilidade da endometriose para 0 KDR 1192C>T. Apenas um estudo
investigou a associacdo desse SNP com a endometriose e seus resultados corroboram com o0s
nossos achados (KANG et al., 2013). Estudos sugerem que o SNP KDR 1192C>T poderia
diminuir a eficiéncia de ligacdo do VEGF ao VEGFR-2, na presenca do alelo 1192T (WANG et
al., 2007). Sugere-se entdo que a capacidade de ligacdo de VEGF ao seu receptor, na presenca do
SNP pode diminuir a atividade da angiogénese e, portanto, reduzir o risco de desenvolvimento da
endometriose. Em relacdo aos SNPs KDR -604T>C e 1719T>A, nossos resultados mostraram que
ndo ha associacdo com o desenvolvimento da endometriose. Para 0 SNP KDR 1719T>A, apenas
um estudo avaliou este polimorfismo, no entanto, nenhuma associagéo significativa foi encontrada
com a endometriose (KANG et al., 2013), corroborando com nosso achado. Até agora, nenhum
estudo investigou a associacdo do SNP KDR 604T>C e o desenvolvimento da doenca. O SNP
KDR 1719T>A, presente no éxon 11, pode promover alteracbes na conformacdo do KDR
interferindo com a capacidade de ligacdo e/ou sinalizacdo com o VEGF. J& 0 SNP -604T>C, pode
reduzir a atividade transcricional do KDR na presenca do alelo -604C (WANG et al., 2007).

Como discutido anteriormente, existe uma relacdo entre os SNPs funcionais e o efeito
sobre a regulacdo da expressdo do gene, e este efeito pode ser causado por um U(nico
polimorfismo, ou pela combinagdo com outros polimorfismos (HIRSCHHORN et al., 2002). O
presente trabalho é o primeiro a estudar a possivel contribuicdo dos cinco SNPs do VEGF mais
estudados (-2578C>A, -460T>C, -1154G>A, +405G>C e +936C>T) e seus haplo6tipos na
susceptibilidade da endometriose. De acordo com estudos anteriores, 0s SNPs -2578C>A, -
460T>C, -1154G>A e +405G>C estdo em DL, enquanto o SNP +936C>T, localizado na regiéo
3'UTR do gene VEGF, apresentou baixo DL com os outros 4 SNPs. Apenas cinco estudos
relataram uma associagdo entre os haplotipos do VEGF e a susceptibilidade a endometriose, no
entanto, estes estudos avaliaram haplétipos envolvendo apenas dois ou trés SNPs. No presente
estudo, observou-se um efeito protetor para os haplétipos VEGF CTGC (apenas para os estagios
Il e IV), ATGG (para todos os casos de endometriose ou DIE) e CCGG (para todos os casos de
endometriose, estagios 111 e IV ou DIE) no desenvolvimento da endometriose. O haplétipo VEGF
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ACAG, que foi o Unico que apresentava o alelo VEGF -1154A, foi associado positivamente com a
endometrioseem todas as condi¢Oes da doencga analisadas.

Com relagéo a contribuicéo dos trés SNPs do gene KDR (-604T>C, 1192C>T e 1719T>A)
e seus haplotipos no desenvolvimento da endometriose, nds observamos que os haplétipos KDR
TCA e CCA apresentam um aumento do risco de desenvolvimento da endometriose, enquanto, 0s
hapldtipos TTT e CTA diminuiram significativamente o risco do desenvolvimento da doenca. Em
2013, Kang e colaboradores exploraram 26 SNPs na populacédo chinesa e selecionaram 5 tag SNPs
(1192C>T, 1719T>A, +31C>T, 1IVS25-92A>G e 1VS6 +54C>T) para investigar a associagdo com
o desenvolvimento da endometriose. No entanto, os autores ndo avaliaram os hapldtipos do KDR e
nem a associacao deles com a suceptibilidade da endometriose (KANG, et al., 2013). Assim, o
presente trabalho foi o primeiro estudo a avaliar a influéncia dos haplotipos do KDR e a
susceptibilidade a endometriose. Recentemente, Rah e colaboradores (2013) observaram que 0s
haplotipos CCA e CGT do gene KDR estdo associados com aumento de risco de aborto espontaneo
recorrente, ao passo que, o haplétipo TGA teve uma associacao negativa com a susceptibilidade ao
aborto espontaneo recorrente. No entanto, este estudo ndo avaliou a ocorréncia de endometriose
como uma possivel causa dos abortos espontaneos recorrentes. O efeito do hapl6tipo contribui
para as diferencas entre os individuos e pode ser mais significativo e clinicamente relevante do

gue um Unico polimorfismo quando se busca biomarcadores de susceptibilidade da endometriose.

Este também é o primeiro trabalho a investigar o efeito combinado de SNPs nos genes

VEGF e KDR no desenvolvimento da endometriose. Nossos resultados demonstraram uma
associacdo negativa entre os genotipos combinados VEGF-2578CC / VEGF-1154GG / VEGF +
405GC + CC / KDR1192CC, VEGF-2578CC / VEGF-1154GG / VEGF + 405GC + CC /
KDR1192CT + TT e VEGF-2578CA + AA / VEGF-1154GG / VEGF + 405GC + CC /
KDR1192CT + TT (para todos os casos combinados ou DIE) e a endometriose. O genotipo
combinado VEGF-2578CA + AA /| VEGF-1154GA + AA / VEGF + 405GG / KDR1192CT + TT
mostrou uma associagao negativa apenas para DIE. Estes achados sugerem uma possivel interacéo
gene-gene entre VEGF e KDR contribuindo para a compreensdo da etiologia da endometriose.
Quando o VEGF se liga ao KDR, ocorre uma dimerizacéo e fosforilacdo do receptor promovendo
a proliferacdo, pela via Raf, a migracdo pela via de p38MAPK, e a sobrevivéncia das células
endoteliais, pela via PI3K/Akt (SHIBUYA et al., 2014). A regido extracelular do KDR contém
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sete dominios de tipo 1g, na qual o dominio 3 € uma regido critica para a ligacdo do VEGF. O SNP
KDR 1192C>T, por exemplo, esta localizado dentro deste dominio (TAO et al., 2001), o que pode
contribuir para a eficiencia de ligacdo do VEGF ao receptor KDR. Além disso, a combinacédo de
SNPs nos genes VEGF e KDR podem influenciar na regulacdo da expressdo génica, alterando a
cascata de sinalizacdo da angiogénese (VEGF-KDR) e contribuir para o desenvolvimento da

endometriose.

Mulheres com endometriose apresentam alguns sintomas em diferentes intensidades, tais
como, dismenorréia (28-97%), dor pélvica cronica (57-69%), dispareunia de profundidade (55-
71%), sintomas intestinais e urinarios ciclicos (48-71%) e infertilidade (40-59%) (BELLELIS et
al., 2010; FAUCONNIER et al, 2013; MORADI et al, 2014; PERINI et al., 2014), sendo 0s
mecanismos envolvidos no aparecimento dos sintomas ainda incertos. No presente estudo, 0s
sintomas investigados (dismenorreia, dor pélvica, dispareunia, sintomas intestinais e urinarios e a
infertilidade) foram mais frequentes em pacientes com endometriose do que nos controles (P >
0.001). Além disso, nés observamos que o atraso entre o inicio dos sintomas e o diagnostico de
endometriose foi muito longo, corroborando com outros estudos (ARRUDA, 2003; MORADI et
al, 2014; STAAL et al, 2016). Este também € o primeiro trabalho a investigar a associacdo dos
SNPs do VEGF e KDR com os diferentes sintomas de endometriose. Os resultados indicam que o
SNP VEGF 2578A é um fator genético positivo para a presenca dos sintomas: dismenorreia, dor
pélvica crénica e urinarios ciclicos. Enquanto que, o SNP KDR 1192T é um fator de protecdo para
dispareunia. Além disso, encontramos uma associa¢do positiva para a dismenorréia na presenca da
variante genética VEGF1154A. Até o presente momento, nenhum estudo investigou a associagdo
de polimorfismos nos genes de VEGF e KDR com 0s possiveis sintomas da endometriose. N0ssos
resultados sdo suportados porque os sintomas da endometriose podem ocorrer devido & interacéo
de vérios fatores e células imunologicas de liberacdo de citocinas, tais como os macrofagos
(BARCENA & MECHSNER, 2014). Em lesdes endometridticas, a presenca de macréfagos € uma
caracteristica conhecida (ZHANG et al, 2006; LAWSON et al, 2007; MINICI et al, 2007;
LOUSSE et al, 2009), sendo este a principal fonte de VEGF em processos inflamatorios (LIN et
al, 2006; DIONYSOPOULOQU et al, 2005; MACHADO et al., 2009). Estudos tém sugerido que
pacientes com endometrioma que apresentam dor pélvica cronica tém uma vascularizagdo mais
elevada do que as mulheres assintomaticas (ALCAZAR et al, 2001; ALCAZAR et al, 2007).
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Assim, estes resultados sugerem que o recrutamento de macréfagos nas lesbes esta diretamente

envolvido na perpetuacdo da inflamacdo, dor e sangramento anormal.

O presente estudo possui pontos fortes notaveis: (i) foi o primeiro trabalho realizado na
populacéo brasileira envolvendo hospitais publicos de referéncia na cidade de Sao Paulo e do Rio
de Janeiro; (ii) foi o primeiro trabalho a fornecer a anélise combinada de SNPs nos genes VEGF e
KDR com o desenvolvimento da endometriose, além de considerar os sintomas da doenca; (iii)
pela primeira vez também nds avaliamos os 5 principais SNPs do gene VEGF e seus haplétipos no
desenvolvimento da endometriose; (iv) foi o primeiro a analisar a influéncia dos haplétipos do
gene KDR no desenvolvimento da doenca; (v) além disso, todos os pacientes foram avaliados
cirurgicamente e a confirmacdo histopatologica da endometriose foi necessaria para definir os
casos. Em relacdo aos individuos controles desse estudo, tentamos recrutar mulheres submetidas a
laqueadura, devido ao seu histérico de fertilidade e por provavelmente ndo terem qualquer doenca
ginecoldgica associada a endometriose. Como limitagdo, os controles também incluiram mulheres
com outras doencas ginecoldgicas sem ser a endometriose, podendo fornecer menores estimativas
de risco se elas também estiverem associadas com os SNPs estudados. Além disso, nosso estudo é
limitado pela baixa frequéncia encontrada do alelo KDR 1719A, em ambos 0s grupos (casos e
controles), visto que tivemos dificuldades metodoldgicas para amplificacdo e genotipagem, além

de sua frequéncia ser baixa na maioria das populacdes.

No trabalho de revisdo sistematica sobre os estudos que utilizaram o delineamento de
estudo do tipo caso-controle para investigar o papel dos SNPs dos genes VEGF e/ou KDR no
desenvolvimento da endometriose, nds encontramos 19 artigos, sendo 18 artigos referente aos
SNPs no gene VEGF e apenas 1 artigo sobre os SNPs no gene KDR. As discrepancias dos
resultados observados nesses estudos podem ser explicadas: (i) pelas diferengas metodoldgicas
encontradas, principalmente, pelo tipo de controle utilizado; (ii) pelo uso da medida de associagdo
néo ajustada utilizada para avaliar a magnitude de associagdo de SNPs nos genes VEGF e KDR na
susceptibilidade da endometriose; (iii) pelas diferentes frequéncias alélicas e pela heterogeneidade
das populagdes estudadas, alem da influéncia dos fatores ambientais. Assim, sugerimos que o tipo
de controle ideal para avaliar SNPs envolvidos com o desenvolvimento da endometriose séo

mulheres submetidas a laqueadura, sem histdrico de infertilidade e doengas ginecologicos.
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E cada vez mais importante a compreensdo funcional de variantes genéticas para tentar
explicar a patogénese da endometriose, bem como para auxiliar no diagnostico precoce e menos
invasivo da doenca, além do planejamento de tratamento individualizado. Os nossos resultados
sugerem que os SNPs dos genes VEGF e KDR podem estar envolvidos na patogénese da

endometriose, ja que eles podem alterar a via de sinaliza¢do da angiogénses (VEGF-VEGFR?2).

8. CONCLUSAO

O presente estudo encontrou uma associacdo positiva dos SNPs VEGF -2578C>A e -
1154G>A e uma associacdo negativa dos SNPs VEGF +405G>C e KDR 1192C>T com o
desenvolvimento da endometriose. Observou-se também um efeito protetor para os haplétipos
VEGF CTGC, ATGG, CCGG e KDR TTT e CTA eum risco aumentado para os haplétipos VEGF
ACAG e KDR TCA e CCA com a susceptibilidade a endometriose. Além disso, os SNPs do gene
VEGF e KDR estdo associados com a dismenorreia, dor pélvica cronica, dispareunia e sintomas
urinarios ciclicos. A andlise combinada dos SNPs de VEGF e KDR sugerem uma possivel

contribuicdo da interacdo VEGF-KDR na susceptibilidade da doenca.

Em relacdo a revisdo sistematica proposta neste trabalho, concluimos que os estudos caso-
controle revisados possuem diferencas metodoldgicas discrepantes e que a sele¢cdo do grupo
controle € um ponto critico para se poder avaliar a magnitude de associacdo de SNPs com o
desenvolvimento da endometriose. Assim, concluimos que o grupo controle ideal sdo mulheres
livres de doencas ginecoldgicas, com historico de fertilidade e que sdo submetidas a cirurgia para
realizacdo de laqueadura.

Este trabalho serve como base de dados para futuras aplicagbes que visem o
desenvolvimento de biomarcadores para o diagnostico e/ou prognéstico da endometriose. Além
disso, estudos in vitro, que avaliem o impacto funcional dos SNPs do VEGF e KDR, assim como a

sua influéncia sobre a expresséo e interacdo do VEGF ao KDR, ainda s&o necessarios.
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ANEXO |
MINISTERIO DA SAUDE
Secretaria de Assisténcia a Saude
Departamento de Desenvolvimento, Avaliacéo e Controle de Servicos de Saude
Escritorio de Representacdo do Ministério da Satde no Estado do Rio de Janeiro
Coordenacdo Geral das Unidades Hospitalares Proprias

HOSPITAL FEDERAL DOS SERVIDORES DO ESTADO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caracterizacdo de polimorfismos em genes envolvidos com a predisposicdo do

desenvolvimento da endometriose

Pesquisador Responsavel: Dr. Plinio Tostes Berardo

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

Introducéo:

Esta pesquisa visa estudar melhor uma doenga chamada endometriose que significa a

presenca de um tumor benigno feito de tecido endometrial (0 mesmo que existe dentro do Utero)
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que pode causar dor e dificuldade para engravidar, e desta maneira muitas vezes deve ser retirado
através de cirurgia. O objetivo desta pesquisa e tentar entender por que algumas mulheres
desenvolvem endometriose e outras ndo. Para isso, nos iremos estudar o perfil genético de

mulheres com endometriose.

Desenho do estudo e objetivo(s):

Essas informacOes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste estudo.
Durante o acompanhamento clinico no HFSE, apds o diagnéstico da endometriose, vocé devera
ter visitas ambulatoriais trimestrais, depois de um ano sem sintomas as visitas serdo semestrais por
mais um ano quando deverd estar apta para alta do HFSE para acompanhamento de rotina
ginecoldgica em unidade primaria ou secundaria de saude com encaminhamento detalhado feito
em guia de contra referéncia segundo as normas de funcionamento do Servico de Ginecologia do
HFSE. No caso de falha do tratamento inicial ou retorno dos sintomas a frequéncia de visitas e
procedimentos adicionais seré individualizada de acordo com o seu caso, sendo assegurado todas

as medidas necessarias para o tratamento de sua doenca.

Se vocé concordar em participar deste estudo, uma pequena e Unica quantidade de sangue
(3ml) seré coletada para se obter o seu DNA (material genético de caracteristicas Unicas de cada
pessoa) e identificar as caracteristicas dos genes relacionados com o desenvolvimento da
endometriose. Desta maneira, 0s objetivos deste projeto incluem: (a) Determinar se existem
alteracbes genéticas que podem estar relacionadas ao desenvolvimento da endometriose em
mulheres diagnosticadas com a doenca, tendo o beneficio de saber se vocé ou sua familia tem
maior risco de desenvolver a doenga e com isso poder definir condutas de prevencao e diagnostico
precoce; (b) Avaliar se estas alteracdes tém relaces com a idade, tipo dos sintomas ou

agressividade da doenga.

Descricédo dos procedimentos:

A sua participacio no estudo ¢ VOLUNTARIA, e caso vocé concorde em participar do

estudo vocé devera passar pelas seguintes etapas: (a) entrevista com um profissional da saide da
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equipe de pesquisa que lhe explicard as etapas e procedimentos do estudo e poderé esclarecer as
suas davidas em relacdo a este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e ao Questionério
Clinico-Demografico; (b) assinatura deste Termo de Consentimento; (c) preenchimento do
Questionario Clinico-Demografico, que visa a obtencdo de informacdes clinicas e demograficas
das pacientes envolvidas no estudo (Anexo Il), tais informagdes destinam-se a assegurar a
abrangéncia e restringir eventuais tendéncias da amostra populacional; (d) coleta de uma Unica
amostra de sangue que sera utilizada para a analise de alteracdes genéticas relacionadas ao
desenvolvimento da endometriose as quais serdo realizadas no Laboratério de Pesquisa de

Ciéncias Farmacéuticas (LaPesF) da Universidade Estadual da Zona Oeste (UEZO).

Seguranca do voluntario e Beneficios do estudo:

O Comité de Etica em Pesquisa do HFSE aprovou este estudo, considerando-o ético e
seguro. A sua participacdo no estudo € voluntaria e mesmo que concorde em participar, vocé tem
o0 direito de desistir e interromper a sua participacdo a qualquer momento, sem necessidade de
justificar esta decisdo e neste caso vocé ndo tera nenhum prejuizo quanto a continuidade de seu
tratamento na Instituicdo. No caso de desisténcia o seu material biolégico (sangue) armazenado
assim como os seus dados pessoais serd prontamente descartado de forma definitiva. Este estudo
ndo trara nenhum beneficio imediato para vocé assim como ndo receberd qualquer tipo de

recompensa pela sua participacao.

Confidencialidade:

E garantida a confidencialidade das informacdes obtidas, ndo sendo divulgados seus dados
pessoais em momento algum. Seus dados pessoais somente serdo conhecidos pelos médicos e
demais profissionais que participam deste estudo. Os resultados de suas andlises serdo do seu
conhecimento caso manifeste esta vontade. Qualquer publicacdo que seja feita com os resultados
desta pesquisa ndo incluira nome ou outros identificadores dos participantes da pesquisa. O
pesquisador se compromete a utilizar os dados e o material coletado somente para pesquisas

relacionadas a endometriose, assim o material que ndo for utilizado ficara estocado para estudos
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futuros por um periodo de cinco anos Laboratorio de Pesquisa de Ciéncias Farmacéuticas
(LaPesF) da Universidade Estadual da Zona Oeste (UEZO) o qual tem todas as condicoes
adequadas para estocagem de material biologico. Caso manifeste desejo de desisténcia em
participar do estudo, em qualquer momento podera retirar seu consentimento para armazenamento

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

Despesas e compensacdes:

N&o havera despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo. Ndo ha compensacgéo
financeira relacionada a sua participacdo. VVocé nao esta abrindo méo de qualquer direito legal ao

participar deste estudo.

Com quem devo entrar em contato em caso de davidas?

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas. O investigador principal é o Dr. Plinio Tostes Berardo
que pode ser encontrado no Servi¢o de Ginecologia no 7° andar do prédio principal do HFSE ou
pelos telefones: (021) 2335-7535 ramal: 171 ou 98825-0115. Se vocé tiver alguma consideragéo
ou ddvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do
HFSE, situado no 5° andar do prédio dos ambulatérios do mesmo hospital, que é o 6rgédo
responsavel em avaliar a parte ética das pesquisas com seres humanos além de assegurar o bem

estar e os direitos dos sujeitos da pesquisa durante o desenvolvimento da mesma.

Rio de Janeiro, de de 201 .

Dr. Plinio Tostes Berardo - Pesquisador responsavel
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, ,RG

CPF , Prontuario n° , Matricula n°

, abaixo assinado, concordo em participar do estudo

Caracterizacdo de polimorfismos em genes envolvidos com a predisposi¢do do desenvolvimento
da endometriose, como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador Plinio
Tostes Berardo sobre a pesquisa e os procedimentos nela envolvidos. Foi-me garantido que posso
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou

interrupcao de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Rio de Janeiro de de 201 _.

Nome e Assinatura do sujeito:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito

em participar.
Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura;

Nome:

Assinatura;
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ANEXO 11
MINISTERIO DA SAUDE - DEPARTAMENTO DE GESTAO HOSPITALAR/RJ
HOSPITAL FEDERAL DA LAGOA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caracterizacdo de polimorfismos em genes envolvidos com a predisposicdo do

desenvolvimento da endometriose
Pesquisador Responsavel: Dr. Plinio Tostes Berardo

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

Introducéo:

Esta pesquisa visa estudar melhor uma doenca chamada endometriose que significa a
presenca de um tumor benigno feito de tecido endometrial (0 mesmo que existe dentro do Utero)
que pode causar dor e dificuldade para engravidar, e desta maneira muitas vezes deve ser retirado
atraves de cirurgia. O objetivo desta pesquisa € tentar entender por que algumas mulheres
desenvolvem endometriose e outras ndo. Para isso, nds iremos estudar o perfil genético de

mulheres com endometriose e de mulheres saudaveis como voceé.
Desenho do estudo e objetivo(s):

Essas informacOes estdo sendo fornecidas para sua participagdo voluntaria neste estudo.
Durante 0 acompanhamento clinico no HFL, apos o diagnostico da endometriose, vocé devera ter
visitas ambulatoriais trimestrais, depois de um ano sem sintomas as visitas serdo semestrais por

mais um ano quando deverd estar apta para alta do HFL para acompanhamento de rotina
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ginecoldgica em unidade priméria ou secundaria de saide com encaminhamento detalhado feito
em guia de contra-referéncia segundo as normas de funcionamento do Servico de Ginecologia do
HFL. No caso de falha do tratamento inicial ou retorno dos sintomas a frequéncia de visitas e
procedimentos adicionais sera individualizada de acordo com o seu caso, sendo assegurado todas

as medidas necessarias para o tratamento de sua doenca.

Se vocé concordar em participar deste estudo, uma pequena e Unica quantidade de sangue
(3ml) seré coletada para se obter o seu DNA (material genético de caracteristicas Unicas de cada
pessoa) e identificar as caracteristicas dos genes relacionados com o desenvolvimento da
endometriose. Desta maneira, 0s objetivos deste projeto incluem: (a) Determinar se existem
alteracBes genéticas que podem estar relacionadas ao desenvolvimento da endometriose em
mulheres diagnosticadas com a doenca, tendo o beneficio de saber se vocé ou sua familia tem
maior risco de desenvolver a doenca e com isso poder definir condutas de prevencao e diagnéstico
precoce; (b) Avaliar se estas alteracbes tém relagdes com a idade, tipo dos sintomas ou

agressividade da doenca.
Descric¢éo dos procedimentos:

A sua participacdo no estudo é VOLUNTARIA, e caso vocé concorde em participar do
estudo vocé devera passar pelas seguintes etapas: (a) entrevista com um profissional da salude da
equipe de pesquisa que lhe explicara as etapas e procedimentos do estudo e podera esclarecer as
suas davidas em relacdo a este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e ao Questionério
Clinico-Demogréafico; (b) assinatura deste Termo de Consentimento; (c) preenchimento do
Questionario Clinico-Demogréfico, que visa a obtencdo de informagdes clinicas e demograficas
das voluntarias saudaveis envolvidas no estudo (Anexo II), tais informacOes destinam-se a
assegurar a abrangéncia e restringir eventuais tendéncias da amostra populacional; (d) coleta de
uma Unica amostra de sangue que serd utilizada para a anélise de alteragdes genéticas relacionadas
ao desenvolvimento da endometriose as quais serdo realizadas no Laboratério de Pesquisa de

Ciéncias Farmacéuticas (LaPesF) da Universidade Estadual da Zona Oeste (UEZO).
Seguranca do voluntério e Beneficios do estudo:

O Comité de Etica em Pesquisa do HFSE aprovou este estudo, considerando-o ético e

seguro. A sua participacdo no estudo € voluntaria e mesmo que concorde em participar, vocé tem
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o0 direito de desistir e interromper a sua participacdo a qualquer momento, sem necessidade de
justificar esta decisdo e neste caso vocé ndo terd nenhum prejuizo quanto a continuidade de seu
tratamento na Instituicdo. No caso de desisténcia o seu material biolégico (sangue) armazenado
assim como os seus dados pessoais sera prontamente descartado de forma definitiva. Este estudo
ndo trara nenhum beneficio imediato para vocé assim como ndo receberd qualquer tipo de

recompensa pela sua participagao.
Confidencialidade:

E garantida a confidencialidade das informages obtidas, ndo sendo divulgados seus dados
pessoais em momento algum. Seus dados pessoais somente serdo conhecidos pelos médicos e
demais profissionais que participam deste estudo. Os resultados de suas andlises serdo do seu
conhecimento caso manifeste esta vontade. Qualquer publicacdo que seja feita com os resultados
desta pesquisa ndo incluird nome ou outros identificadores dos participantes da pesquisa. O
pesquisador se compromete a utilizar os dados e o material coletado somente para pesquisas
relacionadas a endometriose, assim o material que ndo for utilizado ficara estocado para estudos
futuros por um periodo de cinco anos no Laboratorio de Pesquisa de Ciéncias Farmacéuticas
(LaPesF) da Universidade Estadual da Zona Oeste (UEZO) o qual tem todas as condicOes
adequadas para estocagem de material biologico. Caso manifeste desejo de desisténcia em
participar do estudo, em qualquer momento podera retirar seu consentimento para armazenamento

de amostra bioldgica (sangue) bem como de seus dados pessoais.
Despesas e compensacoes:

N&o havera despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo. Ndo ha compensacao
financeira relacionada a sua participacdo. Vocé ndo esta abrindo méo de qualquer direito legal ao

participar deste estudo.
Com guem devo entrar em contato em caso de davidas?

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais ddvidas. Vocé pode entrar em contato com um dos
pesquisadores deste estudo, Jamila Perini, pelos telefones: (021) 2335-7535 ramal: 171 ou 98825-
0115. Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
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com o Comité de Etica em Pesquisa do HFSE, situado no 5° andar do prédio dos ambulatérios do
mesmo hospital, que é o 6rgdo responsavel em avaliar a parte ética das pesquisas com seres
humanos além de assegurar o bem estar e os direitos dos sujeitos da pesquisa durante o
desenvolvimento da mesma.

Rio de Janeiro, de de 201 _.

Dr. Plinio Tostes Berardo - Pesquisador responsavel
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, ,RG

CPF , Prontuario n° , Matricula n°

, abaixo assinado, concordo em participar do estudo

Caracterizagdo de polimorfismos em genes envolvidos com a predisposi¢édo do desenvolvimento
da endometriose, como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador Plinio
Tostes Berardo sobre a pesquisa e os procedimentos nela envolvidos. Foi-me garantido que posso
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou

interrupcao de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Rio de Janeiro de de 201 .

Nome e Assinatura da voluntéaria;

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do

sujeito em participar.
Testemunhas (n&o ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:
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ANEXO Il

Pesquisa: “Caracterizagdo de polimorfismos em genes envolvidos com a predisposi¢cdo do

desenvolvimento da endometriose”

Amostra de Sangue

N° da Caixa: [

Freezer:

Quantidade Total de Sangue: [ml

Quantidade de Tubos: [

ENTREVISTA INICIAL

A - Critérios de Elegibilidade

Al - Nome da voluntaria:

A2 - Data nascimento: || ||| | _|_| _|A3- Local de nascimento (estado): |_|_|

A4 - Sujeito potencial para:
(1) Endometriose () Controle. Se “Controle”, qual tipo?

(2) Ginecoldgico — Tipo de cirurgia e/ou doenga ginecolégica

(3) Laqueadura (4)Acompanhante — Ndo cirtrgico (5)Excluidas.

Motivo:

A5 - Endereco Atual: Ne:

A6 - Bairro: A7 -Cidade: A8 -
Estado: |__|_|

A9-CEP: || | L L L Ll Al0-Telefonesdecontato: (| DL | | | ||| ||

All -E-mail:
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B - Identificagéo (dados do prontudrio)

Bl-Prontuario: | | | | | | | | |

B2 -Tipo de cirurgia realizada: (1)Laparoscopia (2)Laparotomia

B3 - Data do Laudo Histopatoldgico: || |- | | | ||

B4 - Estadiamento Endometriose: (1) I (2) Il (3) Hl (4) IV
B5 - Infiltrativa/Profunda: (0) Ndo (1) Sim

B6 - Local/Orgéo da Endometriose:

(1) Ovarios (2) Peritonio  (3) Bexiga
(5) Retosigmoide/Retrocervical (6) Intestino  (7) Septo Reto-vaginal
(9) Apéndice (10) ileo (11) Qutros. Especifique:

B7 - Fez dosagem do CA125?
(0) Néo (1) Sim, 1 vez. Valor: Data: |__ | |- |||

(4) Ureter
(8) Utero Sacro

(2) Sim, 2 vezes. Valor: Data: || |- ||| Valor:

C - Caracteristicas da voluntdria

C1 - Peso: kg C2 -Altura: m

Data: | | |

C3 - Estado civil: (1) Estavel — casada ou companheira (2)Divorciada / separada (3)Vilva (4)Solteira  (9) sem informacéo

C4 - Nivel de Instrucéo (Anos de estudos completos):
(0) Analfabeto (2) Ensino Fundamental (1° Grau)
COMPLETO
(1) Ensino Fundamental (1° Grau)

INCOMPLETO (3) Ensino Médio (2° Grau) INCOMPLETO

(4) Ensino Médio (2° Grau) COMPLETO

C5 - Em sua opinido, qual é a sua cor de pele ou etnia?

(5) Ensino Superior INCOMPLETO
(6) Ensino Superior COMPLETO
(7) Mestrado

(8) Doutorado
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(1) Branca (2) Amarela (3) Parda (4) Indigena (5) Negra

C6 - Cor da Pele segundo o Entrevistador:

(1) Branca (2) Amarela (3) Parda (4) Indigena (5) Negra

D - Historia Clinica Pacientes com Endometriose (caracteristicas iniciais da doenga)

(6) Outros — especificar:

(6) Outros — especificar:

D1 - Ja realizou procedimentos cirurgicos para remogéo dos focos de endometriose? (0) Ndo (1) Sim (SE “NAQ”, VA

PARA D5)

D2 - Se sim, qual foi 0o nUmero de vezes que realizou procedimentos cirdrgicos para remocao dos focos de endometriose?

D3 - Fez algum tipo de tratamento antes do procedimento cirdrgico para remogéo dos focos de endometriose?

Sim

D4 - Se sim, Qual o tratamento?

D5 - Com que idade vocé foi diagnosticada com Endometriose? |__|__| (anos)

E - Historia Clinica Geral (caracteristicas iniciais da doenga)

E1 - Vocé ja passou por alguma cirurgia no abdémen? (0) Nao (1) Sim  Se sim, quantas? /I E quais?

E2 - E outra cirurgia, ja realizou? (0) Ndo (1) Sim. Se sim especificar

E3 - Qual foi 0 Motivo da sua procura pelo médico?

(0) Néao

@

Motivo Sim ou N&o? Observagéo
Dor? Se sim especificar onde. ©)Nio (1) Sim
Incapacidade de Gestar? (0) Ndo (1) Sim
Outra? Especificar qual. (0)Nao (1) Sim

E4 - Com que idade foi sua primeira ida ao médico, pelo motivo acima citado, antes dessa cirurgia para o diagnostico ou

tratamento? |__|__| (anos)
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E5 - Idade da menarca: (anos)
E6 - J& entrou na menopausa? (0) Ndo (1) Sim
E7 - Se sim, com que idade? (anos)

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

E9 - Ciclo menstrual: (1) Regular (2) Irregular

E10 - Quantos dias duram a sua menstruacao? (dias)

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

E12 - Em relacéo a sua fertilidade, vocé: (SE “(3)”, VA PARA E18)(SE “(1)”, VA PARA E14)
(1) Nunca conseguiu engravidar (Priméaria) Quanto tempo esta tentando engravidar? (meses)

(2) Possui filhos, mas atualmente ndo consegue engravidar (Secundaria) Quanto tempo esta tentando engravidar?

(meses)

(3) Nao possui filhos, e ndo tenta engravidar (ndo tem vida sexual ativa, usa método anticoncepcional, etc.)

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

E13 -Em relacéo as suas gestagdes, Quantas foram?

Paridade: (0) Ndo (1) Um filho (2) Dois filhos (3) Trés filhos (4) Quatro filhos (5) Cinco filhos (6) Seis ou mais
filhos

Partos Normais:
Partos Ceséarea:

Gravidez Ectopica:

Idade da primeira gestacao: (anos)
Abortos: (Espontéaneos: Induzidos: )
Idade do aborto esponténeo: (anos) (anos)

E14 - Se ndo consegue ou conseguia engravidar,isso se deve a:

(1) Motivo desconhecido  (2) Fator Masculino  (3) Tubario (4) Insuficiéncia Ovariana (5)

Qutros:
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E15 - Vocé ja fez algum tratamento para engravidar?

(0) Ndo (1) Inducdo Ovulatéria (2) Inseminacdo Intra-uterina (3) Fertilizacdo In Vitro

E16 - Vocé ja amamentou? (0) Ndo (1) Sim.

E17 -Quanto tempo vocé amamentou? (soma de todos os filhos) anos e meses

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

(0O)N@o (1) Contraceptivo Oral  (2) Tabelinha (3) Diu  (4) Camisinha (5) Contraceptivo injetavel

Nome da pilula anticoncepcional ou do Dose Idade ao Idade ao Tempo de uso

contraceptivo injetavel inicio término em anos

(Nordette, Diane 35, Femiane, Triquilar, Microdiol, Trinordiol, Gynera, Selene, Yasmin, Yas, Qlaira, Perlutan/Mesygina, Depo-provera, Mirena, Nuvaring)

E19 - Vocé utilizou anticoncepcional via oral ou injetavel por qual motivo?

(0) Nunca usei (1) Contracep¢do (2) Disturbios menstruais (3) Dismenorreia

E20 - Uso de reposicdo hormonal:
(0) Néo

(1) Sim, alopética Qual?

(2) Sim, fitoterapica Qual?

(3) Sim, sem informacéo.

E21 - Tempo de usode reposi¢do hormonal (anos)
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Baseado na seguinte escala visual analdgica de dor:

ODERADZ

E22 | Vocé sente ou sentia colicas (0) Ndo (1) Sim, e ndo necessita de medicacéo.
menstruais (dismenorréia)? . . - -
(2) Sim, e necessita de medicag&o para alivia-las.
(3) Sim, e necessita de medicacdo para alivia-las, no entanto ndo melhoram.
Escala de dor n°
(4) Sim, e necessita de medicagdo, no entanto elas ndo melhoram e ja precisou ir
ao Pronto Socorro, ou faltar ao trabalho em decorréncia das mesmas.
E23 | Vocé sente cdlicas que néo (0) Ndo (1) Sim, e ndo necessita de medicacao.
apresentam relagdo nenhuma com o . . L o
) ) (2) Sim, e necessita de medicag&o para alivia-las.
seu ciclo menstrual (Dor Pélvica)?
(3) Sim, e necessita de medicacdo para alivia-las, no entanto ndo melhoram
(4) Sim, e necessita de medicag¢do, no entanto elas ndo melhoram e ja precisou ir
Escala de dor n° o
ao Pronto Socorro, ou faltar ao trabalho em decorréncia das mesmas.
E24 | Vocé sente ou sentia dor durante o (0) Ndo (1) Na penetragcdo (2) De profundidade (Dor no fundo da vagina) -
ato sexual (dispareunia)?
Escala de dor n°
E25 | Vocé sente alteragdes intestinais (0) Nao (1) Dor - Escala de dor n°
relacionadas com a menstruagdo? . .
(2) Sangramento (3)Intestino Solto  (4)Intestino Preso
E26 | Vocé sente alteracdes urinarias (0) Ndo (1) Dor - Escala de dor n°
relacionadas com a menstruacgdo? .
(2) Sangramento  (3) Aumento da fregliéncia
E27 | Qual o principal sintoma que a (0) Nenhum (1)Dismenorreia (2)Dor Pélvica (3)Dispareunia (4)Infertilidade

incomoda?

(5) Alteragdo Intestinal Ciclica (6) Alteragdo Urinaria Clinica

F - Histéria de Endometriose na familia

F1 - Algum familiar em 1 - grau apresentou Endometriose?

(0) N&o
“G”)

(1) Sim (Se, Sim especificar)

F2 - Tipo de familiar:

(1) mée (2) irmd (3) filha (4) Tia Materna sanguinea (5) Tia Paterna sanguinea (6) Avé Paterna

(2) Néo sabe

(SE ‘NAQ’/’NAO SABE’, PULE SESSAO

(7) Avo Materna
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G - Historia de Cancer na familia

G1 - Algum familiar em 1 - grau apresentou Cancer?

(0) Nao

(1) Sim (Se, Sim especificar) (2) Nao sabe

SESSAO “H”)

G2 - Tipo de familiar:

(SE ‘NAQ’/’NAO SABE’, PULE

(1) Mée (3)irmd (5) filha (7) Tia Materna sanguinea  (9) Tia Paterna sanguinea  (11) Avo Paterna (13) Avé

Materna
(2) Pai (4) irmédo (6) filho (8) Tio Materno sanguinea (10) Tio Paterno sanguinea (12) Avo Paterno (14) Avd

Materno

Tipo de Local ou tipo de . o Local ou tipo de ) . Local ou tipo de
. ) Tipo de familiar ) Tipo de familiar )

familiar cancer cancer cancer

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

H1 - Diabetes

H2 - Obesidade

(0) Ndo (1) Sim.

(0)N&o (1) Sim.

H3 - Mioma (0) Nao (1) Sim.
Tratou? (0) Nao (1) Sim. Qual?

H4 - Doenga Ovariana (0) Ndo (1) Sim. Qual?
Tratou? (0) Ndo (1) Sim. Qual?
H5 - Cisto de mama (0) Ndo (1) Sim. Qual?
H6 - Hiper ou Hipotireoidismo (0) Ndo (1) Sim. Qual?

H7 - Algum tipo de cancer: (0) Ndao (1) Sim. Qual?

H8 - HIV (0) Ndo (1) Sim
H9 - Hepatite: (0) Ndo (1) Sim. Qual?
H10 - Outra Comorbidade: (0) Ndo (1) Sim. Qual?
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| - Habitos do Fumo

11 -J& fumou pelo menos por 1 ano?

PARA 12)

(0) Nunca fumou

(1) Somente no passado

(2) Sim, ainda fuma

(SE “NUNCA”, VA

A Sra. fumou cigarro, charuto,

cachimbo ou maconha?

N - de vezes que
fumava por dia ou

magcos ao dia

Idade ao

inicio

Idade ao

término

Tempo de fumo em

anos

Observagao

(1) Cigarro (2) Charuto (3) Cachimbo

(1) Cigarro (2) Charuto (3) Cachimbo

(1) Cigarro (2) Charuto (3) Cachimbo

(1) Cigarro (2) Charuto (3) Cachimbo

12 - J& morou junto com um fumante (pai, irméo, mée, marido, filhos, avos) ou trabalhou em um lugar fechado onde as pessoas fumassem?

(0) Ndo (1) Sim,emcasa.  (2) Sim, no trabalho.

13 - Tempo em anos de exposi¢do: || |Anos

Sua idade quando essa pessoa iniciou o fumo

Sua idade quando essa pessoa parou o fumo

J - Habitos Alimentares

J1 - Qual a frequéncia com que come os seguintes alimentos e bebidas?

Unidade Alimento Nunca Quantas vezes | Quantas vezes | Quantas vezes

ao meés? por semana? ao dia?
1 copo Leite | | |
1 pote logurte || [ |
1 porgéo Manteiga | [ [
1 porcao Pao || || (-
1 porgéo Arroz | [ [
1 porgéo Massa ] [ |
1 porgo Cereal de milho (Sucrilhos e etc.) | [ [
1 porcéo Produtos de Soja [ [ [
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1 porgio Mandioca [ [ [

1 porgéo Carne bovina [ [ |

1 porcao Porco || || (-

1 porgo Galinha Industrializada [ [ [

1 porgéo Galinha caipira | [ (-

1 porgao Outra carne (ovelha) ] || |

1 porcao Peixe || || (-

1 porgdo Presunto ou salame ou salsicha 1 | [

1 Ovo | || L]

1 porgao Queijo | || (-

1 média Batata | | [

B Vegetais verdes ndo cozidos

1 porgéo | [ [
(saladas)

1 porgao Cruciferas (brécolis, repolho, etc) L [ [

1 média Cenoura | | [

1 média Tomate (fresco da estacéo) L [ [

1 porgéo Graos (ervilha, feijio, lentilha) | || |
Em resumo, quantas vezes o(a)

B Sr(a) come uma porgdo de

1 porgéo . [ || [
qualquer tipo de vegetal (exceto
batata e cenoura)?

1 copo Suco de frutas frescas [ | [

1 média Maga ou Pera ] | [

o Fruta citrica (laranja, limao, lima)

1 média ) _ || || |
na época de colheita

1 média Banana || (I L
Em resumo, quantas vezes vocé

1 média come 1 fruta de qualquer tipo , [ [ |

fresca, por semana ?

1 fatia ou taga

Bolo e sobremesa

1 copo

Café

1 porgéo

Gréo de Bico
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‘ 1 por¢io ’ Alho ’ ’ ||| ’ || ‘ (- ‘

J2 - Qual o tipo de gordura usa predominantemente: Coloque (A) usa para cozinhar, (B) usa para temperar os vegetais e (C) usa para pées, torradas e

biscoitos.
(1) azeite de oliva|__| (5) margarina|__| (9) girassol |__| (13) outra gordura animal |__|
(2) azeite dendé |__| (6) ndo usa gordura |__| (10) 6leo de soja |__| (99) néo sabe |__|
(3) azeite de coco |__| (7) 6leo de uva |__| (11) outro 6leo de semente |__|
(4) manteiga |__| (8) 6leo de milho |_| (12) banha de porco |__|

J3 - Vocé ingere ou ingeriu vitaminas (farmaco)? (0) Ndo (1) Sim (3) Né&o sabe

J4 - Qual? (1) Poli vitaminico (2) Outros

J5 - Com que frequéncia toma estas vitaminas?

(0) Nunca (2) Uma vez por semana (4) Diariamente

(1) Ocasionalmente (3) Uma vez por més
J6 - Por quanto tempo?
(meses)

K - Habitos de bebida

K1 - Ja ingeriu bebidas com alcool pelo menos 1 vez por més?

(0) Nunca (1) S6 no passado(2) Sim, ainda bebe (SE “NUNCA”, PULE PARA SESSAO “L”)

K2 - Com que frequéncia bebe ou bebia? (1) Diariamente (2) Semanalmente (3) Quinzenalmente (4) Mensalmente (5) Em eventos e festas
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Tipo de Bebida

Idade de inicio

Tempo de uso em anos

(1)Cerveja (2)Vinho (3)Cachaca (4)Licores (5)Whisky ou VVodca

(1)Cerveja (2)Vinho (3)Cachaca (4)Licores (5)Whisky ou VVodca

(1)Cerveja (2)Vinho (3)Cachaca (4)Licores (5)Whisky ou VVodca

(1)Cerveja (2)Vinho (3)Cachaca (4)Licores (5)Whisky ou VVodca

L - Exercicio Fisico

L1 - Vocé pratica esporte ou exercicio fisico?

(0) Ndo (1) Sim, Atualmente.(2)Sim, No passado.(SE “NAO”, O QUESTIONARIO TERMINA AQUI)

Horas Praticadas Frequéncia por semana Tempo em anos
L2 - Qual esporte ou exercicio fisico vocé praticou mais frequentemente?
(por dia)
I (- (-
I (- (-
I (- (-
M - Histéria Ocupacional
. . ) Idade ao Idade ao Se ha um periodo sem ocupagéo antes do
Ocupagdo/ Cargo Tipo de companhia o o .
inicio término trabalho 2, anote a razéo

Fim do questionario.
OBRIGADA POR SUA PARTICIPACAO EM NOSSA PESQUISA!

Rubrica da voluntaria:

Rubrica da Entrevistadora:
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ANEXO IV

SERVICO 'PI'JBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA SAUDE
HOSPITAL FEDERALDOS SERVIDORES DO ESTADO

Rio de Janeiro, 25 de margo de 2011.

Do: Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Federal dos Servidores do
Estado (CEP-HFSE).
Ao llmo Sr. Dr. Plinio Tostes Berardo Carneiro da Cunha.

Assunto: Aprovagéo do Protocolo CEP: 000.414.

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HFSE, ap6s analisar as
respostas as pendéncias ao parecer consubstanciado do CEP de 13.09.10 e as respostas a
carta do CEP-HFSE de 22.11.10, considerou aprovado com recomendagéo, o protocolo de
pesquisa intitulado: “Caracterizacdo de polimorfismos em genes envolvidos com a
predisposi¢do do desenvolvimento da endometricse”, na Versao 10.08.10, assim como o termo
de consentimento livre e esclarecido, na verséo 2.0 de 10.03.2011, cujo pesquisador principal
& o Dr. Plinio Tostes Berardo Carneiro da Cunha, médico desta instituicio, estando o mesmo
de acordo com o que preconiza as Resolugées 196/96, 340/04 e 347/05 do Conselho Nacional
de Salde (CNS), devendo o pesquisador principal:

1- atentar para as recomendagoes contidas no Parecer Consubstanciado do CEP-HFSE;

2- observar que qualquer outra nova pesquisa utilizando o material bioldgico armazenado ou
os dados obtidos dos sujeitos de pesquisa, necessitardo da elaboragdo de um novo
protocolo de pesquisa com aprovacéo do CEP-HFSE, conforme o item I11.12 da Resolugao
340/04 do CNS;

3- comunicar ao CEP imediatamente em casos de eventos adversos ocorridos com os
sujeitos de pesguisa, mesmo n3o se tratando de pesquisa com o envolvimento de
farmacos;

4- comunicar ac CEPem casos de emenda ao protocolo de pesquisa ou ao TCLE e

5- enviar os relatérios da pesquisa nas datas estabelecidas na folha de rosto e segundo os
critérios que se fagam necessarios pelo Comitd ou pelo pesquisador, assim como os
termos de consentimento livre e esclarecidos, assinados pelos sujeitos de pesquisa, até a
data do primeiro relatério parcial.

{ gl

A
Dr. Margos Henrique Manzoni
Coordenadgr do Comité de Etica em
Pesquisa em|Seres Humanos do HFSE
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ANEXO V

. Hospital das Clinicas da FMUSP
tb Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
FhjaLl e EAPPEHQ

N? Protocolo: 010,11

Titulo; CARACTERIZACAD DE POLIMORFISMOS Eh GEMES ENVOLVIDDS COM
A PREDISPOSICAS AC DESENVOLVIMENTS DA ENDOMETRIQSE

Pesquisador Responsdvel; Mauricio Simdes Abrdo

Pesquisodaor Executanle; Flinio Tostes Barardo

Co-autores: Jamila Perini, Daniel Escorsim Machado

Departaomenta: ORSTETRICIA E GINECOLOGIA

A Comisho de Elica para Andlie de Progelas de Pesousa =
CAPPasq da Diretora Clinica do Hospilal dos Clinicas da Faculdode de Medicing
da Universidade e 500 Paule, APROVOU J TOMOU CIENCIA na sessdo daloda de

01020201 2, o profocolo acirra,

A CAPPesq em chedigncia a Basolugdo CHE 194594, soligiia ao
pesguisador (q) 5 elaboragdo de relatone porcial 2 fingd,

Mo coso de relotdric parcial & necessdnis informar o fempo
presiste porg o concluséo do profocolo e breve resumo dos resultaodos

oiofidos.
CAFPesq. D&de?ﬁerairn da 2012
g
/!

-

iy
FREE. DR, Lé £ Gﬁﬁm GARCELD LEME
— Coordenader
Comiss@o de Efica para Andlise de
Praojelos de Pesquiza - CAPPesg
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ANEXO VI

MATERNIDADE ESCOLADA .
UNIVERSIDADE FEDERAL DO 3 B o™
RIO DE JANEIRO/ ME-UFRJ  °

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagio de polimorfismos em genes envolvidos com & predispesicéc do
desenvolvimento da endometriose

Pesquisador: Jamila Alessandra Perini Machado
Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 45541715.5.0000,5275

Instituicdo Proponente: Matarnidade-Escola da UFRJ
Patrocinador Principal: Financiamanto Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.244.294

Consideragoes Finais a critério do CEP:
1} De acordo com o item VIL.13.¢, da Resolugdo CNS n.? 466/12, o pesquisador devera apresentar relatorics
aruais (parciais ou finais, em fung&o da duragio ca pesquisa).

2) Eventuais emendas (modificages) ao protecclo devem ser apresentadas, com justficativa, ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protecolo a ser modificada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Sruagao

Folha de Rosto falhaDeRosto pdi 08,09/2015 |Jamila Alessandra Aceto
10:23:16 | Perini Machaco

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

Assentimento / 10:30:38 | Perini Machado

Justificativa ce

Auséncia

TCLE/Temos de | TCLEZ pdf 08/09/2015 | Jamila Alessandra Aceito

Assentimento / 10:31:50 | Perini Machado

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado [ | Projeto.paf 08/09/2015 | Jamila Alessandra Aceito

Brochura 10:37:04 | Perini Machado

Investinador

Outros Pendencia.pdf Q9/09/2015 |Jamila Alessandra Aceito
15:07:41__ | Perini Machado

Informacoes Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 09/09/2015 Aceito

do Proieto ROJETO 498610.pdf 15:08:30

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP: S

Nao /

ambro de 2015
T3l ¢

RIO DE JANEIRO, 2t

’

Assinado por:

Basilio da Costa Junior
{Coordenador)
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ANEXO VI

ﬂ = Insa_'r

Pesquisador Jéssica Vilarinho Cardoso - Pesquisador |

Cadastros Sua sess30 expira em: 3Bmin 54

LISTA DE PROJETOS DE PESQUISA:

. . . Pesquisador L . L . . Ultima . o | Acio

Tipo CAAE Versio Responsavel ® Comité de Etica Instituigio ¢ | Origem Apreciagio ¢ | Situagdo G

Escola
- ) 5240 - Escola Nacional de Sade g:g';ga‘ ae
P 45025915.4.0000.5240 | 2 Jéssica Vilarinho Cardoso Publica Sergio Arouca - ENSP/ Bublica PO PO Aprovado 0
FIOCRUZ

Sergio
Arouca
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