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RESUMO

AREA LEAO, A. M. P. B. Polimorfismo do gene COLIA1 em mulheres com
Incontinéncia Urinaria de Esforco . 2009. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de
Mestrado em Ciéncias e Saude, Universidade Federal do Piaui, Teresina-PI.

INTRODUCAO: A etiopatogenia da Incontinéncia Urinaria de Esforco é complexa e
ndo esta totalmente compreendida, no entanto, existem evidéncias de um
sinergismo entre fatores ambientais e genéticos no seu desenvolvimento, o que a
caracteriza uma doenca multifatorial. O presente trabalho teve como objetivo
determinar a associacdo do polimorfismo G/T no sitio Spl do intron 1 do gene
COLIAL e Incontinéncia Urinaria de Esforco. METODO: Trata-se de um estudo caso-
controle. Foram avaliadas 29 pacientes com Incontinéncia Urinaria de Esforco
demonstrada urodinamicamente e 22 pacientes continentes, pareadas para idade,
indice de massa corpérea, niumero de gestacdes, tabagismo, transicido menopausal,
fase do ciclo menstrual e estadiamento do prolapso genital. Os DNAs gendmicos
foram extraidos de leucécitos do sangue periférico. O fragmento codificante do sitio
Sp1l localizado no intron 1 do gene COLIA1L foi amplificado pela Reacdo em Cadeia
da Polimerase. A identificacdo do polimorfismo foi realizada pela Restriction
Fragment Length Polymorfism (RFLP). As frequéncias genotipicas GG, GT e TT
foram comparadas entre pacientes continentes e incontinentes. Para analise
estatistica foram utilizados os testes de Fisher e Mann Whitney. RESULTADOS: No
grupo total, 56,8% (29) das pacientes apresentou o genotipo GG e 43,1% (22), o
gendtipo GT. A distribuicdo do gendtipo polimérfico GT ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante entre pacientes incontinentes (44,8%) e continentes
(40,9%) (p=1). CONCLUSAO: A diversidade genética do gene COLIA1 n&do constitui
um dos fatores principais da determinacdo de diferengas interindividuais de
susceptibilidade a Incontinéncia Urinaria de Esfor¢co na populacao estudada.

Palavras-chave: Polimorfismo Spl. Gene COLIAL. Incontinéncia Urinaria de Esforco.



ABSTRACT

AREA LEAO, A. M. P. B. Polymorphism of the COLIA1 gene in women with
stress urinary incontinence . 2009. Dissertation (Master) — Master's Program in
Science and Health, Federal University of Piaui, Teresina- PI.

INTRODUCTION: The pathogenesis of stress urinary incontinence is complex and
not fully understood; however, there is evidence of a synergism between
environmental and genetic factors in its development, which characterizes it as a
multi-factorial disease. The aim of this study was to assess the association between
the G/T polymorphism at the Sp1 binding site of the gene COLIA1 gene and stress
urinary incontinence. METHOD: This is a case-control study. The sample consisted
of 29 female patients with urodynamically defined stress urinary incontinence and 22
female continent patients, matched for age, body mass index, number of
pregnancies, smoking habits, menopausal status, phase of the menstrual cycle and
stage of genital prolapse. Genomic DNAs were extracted from peripheral blood
leukocytes. The coding fragment of the Sp1 site located in the intron 1 of the COLIAL
gene was amplified by a Polymerase Chain Reaction. Identification of the
polymorphism was carried out by Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP). The genotypic frequencies GG, GT and TT were compared between
continent and incontinent patients. Fisher and Mann Whitney tests were used for
statistical analysis. RESULTS: The GG genotype was present in 56.8% (29) of the
patients and 43.1% (22) of the patients had the GT genotype. The GT polymorphic
genotype distribution showed no statistically significant difference between
incontinent (44.8%) and continent (40,9%) patients (p = 1).CONCLUSION: The
genetic diversity of the COLIA1 gene is not one of the main factors determining inter-
individual differences of susceptibility to stress urinary incontinence in the studied
sample.

Key Words: Spl polymorphism. COLIA1 gene. Stress urinary incontinence
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1 INTRODUCAO

A incontinéncia urinaria (IU) € definida como toda perda involuntaria de urina
(ABRAMS et al, 2002). Devido aos elevados indices de incidéncia e prevaléncia e do
importante impacto que exerce sobre a qualidade de vida da populagédo, esta
condicao é considerada um problema de saude publica em todo o mundo. Estudos
no Brasil mostram taxas de prevaléncia, em mulheres com idade superior a 40 anos,
que variam entre 37,81% e 56,25% (BELLOTE; AGOSTINHO, 2005).

A 1U, como sintoma, pode ser classificada em incontinéncia urinéria de
esforco (IUE), urge-incontinéncia e incontinéncia urinéaria mista. A IUE é definida
como a perda de urina que ocorre apos esforcos, exercicios fisicos, espirros e/ou
tosse (ABRAMS et al, 2002). E o tipo mais freqiiente de 1U, correspondendo a 48%
dos casos (HUNSKAAR et al, 2000). A urge-incontinéncia caracteriza-se pela perda
involuntéria de urina acompanhada ou imediatamente precedida pela sensa¢édo de
urgéncia. Ja incontinéncia urinaria mista seria a perda involuntaria de urina
associada ao esforco e a sensacao de urgéncia (ABRAMS et al, 2002).

A fisiopatologia da IUE é complexa e ndo esta totalmente compreendida. Ja é
bem estabelecido que varios fatores, como raca, obesidade, idade avancada, partos
vaginais e instrumentalizados, aumentam o risco para esta condicdo (DANFORTH et
al, 2006). O motivo que leva, no entanto, algumas mulheres, na auséncia de fatores
de risco, a desenvolverem IUE e mulheres, com varios fatores, nunca apresentarem
sintomas de incontinéncia, permanece desconhecido (CHEN et al, 2006).

Como consequéncia do desconhecimento de seu principal fator determinante,
podemos enumerar mais de 120 procedimentos cirurgicos criados, na tentativa de
cura para IUE, com taxa de sucesso muito aguém do esperado e inUmeras cesareas
indicadas com objetivos profilaticos, desprovidas de quaisquer evidéncias cientificas
(RECHBERGER et al, 1998; DECLERCQ, MENACKER, MACDORMAN, 2005). Uma
recente pesquisa realizada nos Estados Unidos mostrou que 65,4% e 29,6% de
uroginecologistas e obstetras, respectivamente, realizaram ou realizariam uma
cesérea eletiva e que 62,1% dos uroginecologistas justificavam a sua realizacdo
para a prevencgao de IU a longo prazo (WU; HUNDLEY; VISCO, 2005).

Segundo a teoria integral, o principal mecanismo de continéncia urinaria
feminina seria constituido por um suporte suburetral, formado por estruturas

musculares e ligamentos, ou seja, tecido conjuntivo de boa qualidade, contra o qual
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a uretra seria comprimida, em situacdes de aumento da pressdo abdominal
(PETROS; ULMSTEN, 1990). Com o advento desta nova teoria, surgiram
numerosos estudos com o objetivo de analisar o papel das diferencas na
constituicdo do tecido conjuntivo, principalmente em relacéo a alteracdes qualitativas
e quantitativas do colageno, na génese da IUE (KEANE et al, 1997; FALCONER et
al, 1998a; RECHBERGER et al, 1998; LIAPIS et al, 2000; LANG et al, 2002; COR,;
BARBIC; KRALJ, 2003; GOEPEL et al, 2003; CHEN et al, 2004). Além disso,
trabalhos epidemiologicos também tém demonstrado a associacdo de fatores
genéticos com IUE, através de estudos com familiares de pacientes incontinentes e
de estudos com gémeos mono e dizigéticos (MUSCHKAT; BUKOVSKY; LANGER,
1996; ERTUNC et al, 2004; ROHR, et al 2004).

O colageno | constitui um dos componentes do tecido conjuntivo mais
relacionado, nos estudos, a IUE (KEANE et al, 1997; RECHBERGER et al, 1998;
LIAPIS et al, 2000; LANG et al, 2002; GOEPEL et al, 2003). Esta proteina é
constituida por trés cadeias peptidicas: 2 al(l) e 1 a2(l), (al(l).a2(l)), sintetizadas
pelos genes COLIAL e COLIA2, respectivamente (KARSENTY; CROMBRUGGHE,
1990). Trabalhos tém demonstrado que o polimorfismo de base unica (SNP) G—T
_localizado no sitio Spl no primeiro intron do gene COLIAL (rs1800012) afeta a
regulacdo da transcricdo do colageno (BORNSTEIN et al, 1987). Inicialmente, a
associacao deste polimorfismo foi realizada com a estrutura éssea, constatando-se
uma reducado da forca mecanica e da densidade mineral 0ssea, além de aumento
das fraturas osteoporéticas, em individuos portadores do SNP em Sp1(GRANT et al,
1996). Como o colageno também € um dos grandes responsaveis pela resisténcia
do tecido conjuntivo, questiona-se se este mesmo polimorfismo n&o atuaria
alterando o poder de sustentacdo da fascia endopélvica e proporcionando o
surgimento da IUE.

A determinacéo dos fatores genéticos relacionado a IUE sera de fundamental
importancia para a compreensdo de sua etiopatogenia, 0 que pode contribuir para

avancos na terapia e prevencao desta afeccao.
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1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Mecanismo de Continéncia Urinaria Feminina

Os mecanismos normais de oclusdo uretral sdo constituidos por uma
musculatura estriada integra e corretamente inervada, por uma mucosa e
submucosa adequadamente vascularizadas, por uma musculatura lisa intrinseca e,
por fim, por mecanismos de suporte uretral e vaginal intactos (BRUSCHINI, 2005).

Nos ultimos 15 anos, ap6s estudos realizados por Petros e Ulmsten (1990) e
confirmados por trabalhos de dissec¢cdo anatdmica de DelLancey (1994), tornou-se
claro que o mecanismo principal de continéncia urinaria seria constituido por uma
sustentacdo suburetral, que, durante o esforco, atuaria como um suporte firme,
contra o qual seriam comprimidos o trigono, colo vesical e uretra, evitando a perda
urinéria. E a chamada teoria integral da continéncia urinaria.

Segundo esta teoria, o tecido conjuntivo vaginal teria duas importantes
funcdes relacionadas a continéncia. A primeira seria a de mediar as diferentes
contracdes da musculatura perineal, uma vez que sua por¢ao anterior forma uma
rede ou hammock suburetral, sobre a qual o terco médio uretral se apodia, sofrendo
efeito da contratilidade pubo-coccigea. E a segunda seria realizada pelo segmento
horizontal vaginal, situado por cima dos musculos elevadores do anus e fixados
posteriormente e lateralmente pelos ligamentos utero-sacros e cardinais, que teria a

funcdo de sustentar a uretra proximal e o trigono (CIOFU; HAAH, 2005).

1.1.2 Etiopatogenia da Incontinéncia Urinaria

Considera-se que a IU feminina € o resultado da associacdo de multiplos
fatores, o que a caracteriza uma condicdo multifatorial. Apesar de tradicionalmente
aceitos, ainda existem grandes controvérsias sobre o exato papel de cada fator. Os
principais sdo o envelhecimento, etnia, gravidez, parto vaginal, menopausa,
obesidade, além de fatores genéticos (ERTUNC et al, 2004; DANFORTH et al,
2006).

Sabe-se, por exemplo, que a IU encontra-se associada ao o envelhecimento,
com estudos mostrando elevacédo crescente da perda urinaria com a idade, e outros

mostrando concentracdo de casos nha perimenopausa ou ap0s 0s 75 anos
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(JOLLEYS, 1988; MILSOM, 2000; BELLOTE; AGOSTINHO, 2005). Com relacéo a
etnia, mulheres caucasianas parecem ter risco superior de desenvolver IU em
relacdo as mulheres afro-descendentes (KIM; HARVEY; JOHNSTON, 2004;
DANFORTH et al, 2006).

A gravidez e o parto vaginal sdo considerados, classicamente, importantes
fatores de risco para o desenvolvimento da IUE, uma vez que ocasionam leséo ao
suporte pélvico e denervacdo da uretra e da musculatura perineal (MEYER et al,
1998). No entanto, os achados dos estudos, com diferentes desenhos, sao
controversos. Enquanto alguns mostram efeito positivo cumulativo de gestacdes e
partos vaginais sobre a incidéncia de IUE, outros ndo mostram diferenca da
prevaléncia de IUE entre duplas de irmas nuliparas e multiparas (MILSOM et al,
1993; BUSCHSBAUM et al, 2005). Assim, o real papel da gravidez, paridade, tipo de
parto, traumatismos obstétricos e do peso do neonato ainda estdo em investigacao.

Com relacdo a menopausa, 0s estudos sdo controversos. O déficit
estrogénico poderia levar ao adelgacamento do epitélio uretral, a esclerose do tecido
conjuntivo periuretral, a reducédo do tbnus da musculatura lisa uretral e estriada do
assoalho pélvico e a diminuicdo do plexo vascular submucoso (CAINE; RAZ, 1973,
BOHLER; JACQUETIN; RENAUD, 1979). No entanto, apesar das evidéncias
teodricas, ainda ndo existe consenso sobre o efeito da reposi¢cdo hormonal em
portadoras de incontinéncia (SHERBURN et al, 2001). Também, ndo ha consenso
se a menopausa é fator de risco para esta doenca, sendo necessaria realizacéo de
estudos longitudinais prospectivos, para estabelecer de forma inequivoca a relacao
de causa e efeito entre menopausa e 1U.

A relacdo da obesidade e IU pode ser explicada pelo enfraquecimento dos
muasculos e fascias, por meio de acdo mecéanica e de lesdes neurologicas das
estruturas do assoalho pélvico, ocasionadas pelo excesso de peso. Assim, a
obesidade poderia tanto ocasionar IU em pacientes susceptiveis, ou ainda, atuar
como fator agravante para as perdas (MYDLO, 2004). Trabalho recente demonstrou
reducdo estatisticamente significante dos episddios de incontinéncia ao comparar
226 pacientes incontinentes submetidas a um programa de redugdo de peso com
duracdo de 6 meses, associado a reeducacdo vesical com 112 pacientes

submetidas apenas a reeducacao vesical (SUBAK et al, 2009).
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1.1.3 Diagnéstico de Incontinéncia Urinaria de Esfo  r¢o

O diagndstico de IUE é estabelecido pela anamnese, exame fisico e estudo
urodindmico. A anamnese identifica os sintomas e sua relagdo com a vida social e
higiénica da paciente. O exame fisico auxilia o clinico a identificar a perda urinéria,
classifica-la e identificar fatores associados, como distopias genitais,
hipoestrogenismo, entre outros (GREEN, 1975).

O estudo urodinamico € considerado o padrdo ouro para o diagnostico de
IUE, sendo de fundamental importancia para orientacao terapéutica e seguimento
das pacientes, além de ser considerado obrigatério, antes do tratamento cirdrgico
desta condicdo (JENSEN; NIELSEN; OSTERGARD, 1994). Consiste na analise das
relacbes entre as pressfes abdominal, vesical e uretral, nas diversas fases do
armazenamento e do esvaziamento vesical, e tem como objetivo reproduzir as
gueixas da paciente. Apesar de invasivo, € pouco doloroso e bem tolerado, desde
que haja dialogo e compreensao prévia dos objetivos e da importancia de sua
realizacdo (BRISTOW; HILTON, 2000).

O diagnéstico urodinamico de IUE é realizado na fase de armazenamento ve-
sical, ou seja, na cistometria, pela constatacdo da perda involuntaria de urina,
durante o aumento da pressdo abdominal, na auséncia de contracdo do detrusor.
Para a caracterizacdo da gravidade da IUE, neste momento do exame, é realizada,
também, a medida da presséo de perda ou abdominal leak point pressure, definida
como a menor pressdo intravesical, na qual ocorre perda urinaria, devido ao
aumento da pressao abdominal, na auséncia de contracdo do detrusor (SCHAFER
et al, 2002).

Nesta fase do exame, ainda para a confirmacdo do diagndstico, faz-se
necesséria a exclusdo de hiperatividade do detrusor, definida pela presenca de
contracdes involuntarias durante a fase de enchimento, espontaneas ou provocadas,
e de quadros mistos, caracterizados pela presenca de IUE associada a
hiperatividade (SCHAFER et al, 2002).
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1.1.4 Alteracdes do coldgeno na Incontinéncia Urina  ria de Esforgo

O tecido conjuntivo do assoalho pélvico constitui a fascia endopélvica e
exerce importante papel na sustentacdo dos Orgdos sujeitos a pressao intra-
abdominal, entre estes, a uretra, garantindo a continéncia urinaria. Este tecido
contém relativamente poucas células, com abundante matriz extracelular (MEC),
constituida por agua, fibras colagenas, elasticas e glicoproteinas. Sabe-se que os
principais constituintes do tecido conjuntivo intersticial sdo as fibras colagenas e
elasticas, conferindo forca e elasticidade, respectivamente, enquanto as
glicoproteinas conferem coesividade (GOH, 2003; WEN; POLAN; CHEN, 2006).

As fibras colagenas sdo constituidas por uma glicoproteina estrututal
denominada colageno. A molécula do colageno, por sua vez, é denominada
tropocolageno. Esta molécula é alongada e formada por trés cadeias peptidicas,
dispostas entrelacadas em hélice, denominadas cadeias alfa. Ha diversos tipos de
cadeias alfa; cada uma delas codificada por um gene, o que da origem a diversos
tipos de colageno (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

Os colagenos constituem uma familia de proteinas, produzidas por diversos
tipos de células e que se distinguem pelos tipos de cadeia alfa que participam da
sua formacao, por suas propriedades fisicas e morfoldgicas, pela distribuicdo nos
tecidos e por suas funcdes. Na sintese do colageno, algumas etapas sao de
fundamental importancia, como a hidroxilagcdo da prolina e lisina, a medida que a
cadeia alfa se forma; a glicosilacédo da hidroxilisina; alinhamento das cadeias alfa em
grupo de trés, determinada pelos peptideos de registro, para formar a molécula de
procolageno, e, por fim, ja no meio extra-celular, a separacdo dos peptideos de
registro pelas peptidases, determinando a formacdo das moléculas de
tropocolageno, que se polimerizam para formar as fibrilas coldgenas. Denomina-se
cross-link as estruturas interligadoras das cadeias de colageno, compostas por trés
radicais de hidroxiprolina (piridinolina) ou por um residuo lisina e dois de
hidroxiprolina (deoxipiridinolina). Mais de uma duzia de colagenos ja foram descritos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

Os tipos de coldgeno |, Il e V tém sido descritos no tecido conjuntivo vaginal
e em outros tecidos de suporte, garantindo resisténcia (OTTANI et al, 2001). O
colageno tipo | € um dos principais constituintes do tecido conjuntivo. Forma largas

fiboras e esta presente em grandes propor¢cdes na pele, ligamentos, fascias,
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capsulas, cartilagens e tendbes. Estas fibras de colageno sdo flexiveis, mas
oferecem alta resisténcia a tensédo. O colageno tipo lll forma fibras pequenas, de
baixa forca ténsil, predominando nos tecidos que exigem alta flexibilidade e
distensibilidade e que sofrem stress periodico (OXLUND, 1986; FORGACS et al,
2003). O colageno tipo V é o colageno menos freqliente. Forma pequenas fibras de
baixa forca ténsil, tendo sua fungéo nos tecidos de suporte pouco elucidada (BIRK,
2001; GABRIEL et al, 2005). O colageno | copolimeriza com os colagenos Ill e V
formando fibrilas com diametro controlado e que influenciam as caracteristicas
biomecanicas de um determinado tecido (BIRK, 2001; WENSTRUP et al, 2004).

Acredita-se que grande parte das propriedades bioquimicas do tecido
conjuntivo seja determinada pelo colageno, sendo o seu constituinte mais estudado
e associado a génese da IUE. (KEANE et al, 1997; FALCONER et al, 1998a;
RECHBERGER et al, 1998; LIAPIS et al, 2000; LANG et al, 2002; COR et al, 2003;
GOEPEL et al, 2003; GOH, 2003; CHEN et al, 2004).

Keane et al (1997) compararam o contetudo de colageno de bidpsia vaginal
periuretral em 36 pacientes com IUE demonstrada urodinamicamente em relacdo a
25 pacientes continentes, encontrando uma reducdo significativa do contetdo de
colageno total (p<0,0001), da taxa de colageno I/lll (p<0,0001) e do cross-link
(p<0,0001). Rechberger et al (1998) avaliaram o contetudo de colageno da fascia
pubocervical de 56 pacientes com IUE em relacdo a 26 pacientes com cistocele sem
IUE, pareadas para idade e paridade, encontrando uma concentracdo de colageno
total significativamente menor no grupo com IUE (p<0,0005). Neste trabalho, néao
foram encontradas diferengas, no entanto, em relacdo a solubilidade &cida e a
pepsina, demonstrando auséncia de modificacées no cross-link nos dois grupos
estudados.

Liapis et al (2000) realizaram um estudo com 78 pacientes divididas em trés
grupos pareados para idade e paridade, um grupo com IUE, outro grupo com IUE e
prolapso genital e um grupo sem IUE e sem prolapso genital (controle), para analisar
a concentracdo de colageno obtida da fascia pubocervical. Como resultados, os
autores encontraram uma reducdo estatisticamente significante da quantidade de
coladgeno tipo | no grupo de pacientes com IUE, independente da presencga ou ndo
de prolapso genital (p<0,05). Lang et al (2002) realizaram uma analise comparativa
da constituicao histoldgica dos ligamentos cardinais e uterossacros de 78 pacientes,

divididas em 2 grupos, com IUE e continentes, constatando que as fibras de
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coldgeno sao significativamente mais largas no grupo com IUE em relacdo ao
controle.

Goepel et al (2003) estudaram o tecido conjuntivo de 29 mulheres com
prolapso genital, 15 com IUE e 14 continentes, utilizando a biopsia de fascia
periuretral, em relacdo a concentragcdo de colagenos tipo I, Ill, IV, V, VI e
glicoproteinas (fibronectina, laminina, vitronectina), encontrando uma reducédo
significativa da concentracdo de colageno tipo I, Ill, VI.

Além disso, a literatura mostra associacdo entre desordens do tecido
conjuntivo, em especial do colageno, com IUE. Carley e Schaffer (2000)
encontraram uma alta taxa de U e prolapso genital entre pacientes com Sindrome

de Ehlers- Danlos.

1.1.5 Fator genético e Incontinéncia Urinaria de Es  forco

Trabalhos epidemiologicos tém reforcado a associacdo de fatores genéticos
com IUE. Muschkat, Bukovsky e Langer (1996) compararam a prevaléncia de IUE
em 780 familiares de primeiro grau de pacientes com IUE, diagnosticada
urodinamicamente (grupo de estudo), em relacao a 474 familiares de pacientes sem
gueixas de desordens miccionais (grupo controle), pareadas para idade, paridade e
peso do maior recém-nascido oriundo de parto vaginal. Como resultado, encontrou
uma prevaléncia significativamente maior para o grupo de estudo, 20,3%, em
relacdo ao grupo controle, 7,8% (p<0,05). A caracterizagédo de IUE entre familiares,
neste estudo, foi realizada através da queixa de sintomas de perda urinaria ao tossir,
espirrar, sorrir ou realizar exercicio, pelo menos duas vezes por semana. O estudo
urodinamico confirmou o diagnostico de IUE em 48 familiares incontinentes que
aceitaram realizar o exame.

Ertunc et al (2004) encontraram resultados semelhantes ao comparar a
prevaléncia de IUE entre 413 familiares de primeiro grau de mulheres submetidas a
cirurgia para correcdo de IUE e 372 familiares de primeiro grau de mulheres
submetidas a outros procedimentos cirlrgicos, encontrando uma prevaléncia de IUE
de 71,4% entre maes e 24,6% entre irmas de mulheres incontinentes e de 40,3%
entre maes e 11,6% entre irmés de mulheres continentes, demonstrando uma
diferenca estatisticamente significante (p<0,005). Estas pacientes foram pareadas

para idade, altura, peso, indice de massa corpérea (IMC), histéria obstétrica e
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ginecologica, tabagismo, doencas cronicas e uso de medicagfes. Além disso, neste
trabalho, a idade de inicio dos sintomas foi significativamente menor para o0s
membros dos familiares incontinentes (p<0,001). A caracterizacdo dos sintomas de
incontinéncia, neste trabalho, foi realizada por um questionario, Bristol Female Lower
Urinary Tract Symptoms Questionnaire, e nao pelo padrdo ouro, que é o estudo
urodindmico. No entanto, este problema foi contornado com a alta taxa de
concordancia (100%) de 39 familiares que aceitaram realizar a cistometria e
obtiveram diagnostico clinico e urodinamico de IUE, validando o questionario
utilizado.

Rohr et al (2004) avaliaram a influéncia genética na génese da IU, estudando
1168 pares de gémeos, 548 monozigoticos e 620 dizigoticos, com idade de 46 a 68
anos e 70 a 94 anos, respectivamente, de uma coorte obtida do Danish Twin
Registry. Os resultados deste trabalho mostraram que a correlacéo tetracérica para
urge-incontinéncia foi significativamente maior para o0 grupo dos gémeos
monozigoticos em relacdo aos dizigoticos, tanto para a populacdo de 46 a 68 anos
como para a populacéo de 70 a 94 anos, indicando o fator genético na génese desta
condi¢cdo. A hereditariedade para urge-incontinéncia nos dois grupos foi de 42% e
49%, respectivamente. Neste trabalho, a incontinéncia urinaria mista também
apresentou um importante componente genético. Ja, para IUE, esta relacdo foi
menos clara, com uma taxa de hereditariedade de 39%. Vale ressaltar, no entanto,
que, neste trabalho, o diagnostico de urge-incontinéncia, IUE e incontinéncia urinaria
mista foi estabelecido com base em questionarios e ndo, pelo padrao ouro, ou seja,
0 estudo urodinamico.

Buschsbaum et al (2005) estudaram 101 pares de mulheres nuliparas e suas
irmas que tiveram 1 parto vaginal, para avaliar o papel deste tipo de parto como fator
de risco para IUE. Como resultado, encontraram uma alta concordancia de
continéncia e incontinéncia urinaria entre os pares de irmas, o que demonstra a
importancia da predisposicao familiar para esta condicao.

Trabalhos com microarray também mostram diferencas na expressao génica
dos tecidos vaginais periuretrais nas diferentes fases do ciclo menstrual, entre
mulheres com IUE e continentes, sendo a maior parte destes genes envolvidos no
metabolismo do colageno e das fibras elasticas (CHEN et al, 2003; CHEN et al,
2006).
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Na fase proliferativa do ciclo menstrual, foram encontrados 0s seguintes
genes up regulados envolvidos na atividade da MEC: o fator transformador de
crescimento 33, laminina e colageno tipo VI. Entre os genes down regulados, foram
constatados: a proteina relacionada a laminina, coldgeno XIlI, serina/threonina
proteina kinase, receptor da interleucina 1 tipo Il e fator de crescimento derivado de
plagueta - associado a proteina. Com relacdo a importancia destes genes, sabe-se
que o fator de crescimento B3 constitui uma citocina envolvida na regulacdo do
crescimento celular, na diferenciacdo e estimulacdo da MEC e na modulacdo da
resposta imune. Além disso, esta relacionado a alteragfes dos niveis de RNAm de
coladgeno tipo | e lll. A laminina esta relacionada com a disposicao das fibras de
colageno e € um gene relacionado a certos tipos de sindrome de Ehlers-Danlos e
outras desordens do tecido conjuntivo. O receptor da interleucina 1 tipo Il pode
atenuar os efeitos da interleucina 1, com relagdo a inducao da inflamacéo, atividade
da metaloproteinase e sintese de proteoglicanos; o fator de crescimento derivado de
plagueta - associado a proteina parece estar relacionado a protedlise e inibicdo da
protease, de forma que a down regulacdo destes genes pode estar associada ao
aumento da degradacdo da MEC (CHEN et al, 2003).

Na fase secretéria do ciclo menstrual, foram encontrados os seguintes genes
envolvidos no metabolismo da MEC up regulados: elafina (skin-derived protease
inhibitor 3), keratina 16, colageno XVII e platophilinal. Entre estes, destaca-se a
elafina, que constitui uma serina inibidora da protease envolvida na degradacao da
elastina. Assim, sua up-regulacéo reforca a relacdo entre a homeostase das fibras

elasticas e disfungéo do assoalho pélvico (CHEN et al, 2006).

1.1.6 Polimorfismo

O polimorfismo de base uUnica (SNP) é qualquer substituicdo, inser¢cdo ou
delecdo de um unico nucleotideo em um gene com uma frequéncia populacional de
1% ou mais. O polimorfismo pode ou ndo alterar a proteina codificada pelo gene,
podendo ou ndo alterar o fendtipo. Alguns polimorfismos do genoma podem ser
detectados pela comparacdo de mapas de restricdo de diferentes individuos,
utilizando, como critério, a mudanca no padrdao de fragmentos produzidos pela
clivagem com uma enzima de restricdo. No entanto, o mapa de restricdo €

independente da funcdo génica, de forma que um polimorfismo pode ser detectado,
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independente da alteracdo da sequéncia afetar ou ndo o fendétipo (FERREIRA,
2001).

Alguns polimorfismos de restricAo com importancia fenotipica ocorrem
proximos a qualquer gene-alvo considerado. Estes marcadores de restricdo podem
ser identificados gracas a estreita relacdo que apresentam com o fendétipo mutante.
Assim, para avaliar se determinado polimorfismo esté relacionado a um determinado
fendtipo, como por exemplo, uma doenca, devemos comparar o mapa de restricao
do DNA de pacientes que sofrem a doenca com o DNA de pessoas normais,
verificando se um determinado sitio de restricdo estd sempre presente, ou sempre
ausente, nos pacientes (FERREIRA, 2001).

Grande parte dos estudos de investigacdo genética e IUE sdo do tipo
associacdo de SNP de genes candidatos e a doenca. Pompeu (2004) estudou a
associacao de um SNP (A/G) localizado no exon 20 do gene da elastina e IUE, n&o
encontrando diferenca estatisticamente significante em relagdo a prevaléncia do
genatipo polimérfico entre pacientes continentes e incontinentes. O ponto de partida
para o estudo desta regido genética foi a associacdo prévia deste SNP e hérnia
inguinal. Outro polimorfismo estudado em associa¢édo a IU foi o T102C no gene do
receptor 2A da serotonina, encontrando-se uma maior prevaléncia do gendtipo
poliméfico TT em pacientes com IU. No entanto, esse trabalho foi realizado com
pacientes do sexo feminino e masculino e ndo trouxe a diferenciacdo urodinamica do
tipo de IU (SCHWANKE et al, 2007).

1.1.7 Polimorfismo do gene COLIAL e colageno tipo |

O colageno tipo | corresponde a principal proteina do tecido conjuntivo, sendo
constituido por trés cadeias: 2 al(l) e 1 a2(l), (al().a2(l)). Sabe-se que os genes
que codificam as cadeias al e a2, COLIA1 e COLIA2, respectivamente, possuem
sua expressao coordenada e estritamente regulada (KARSENTY; CROMBRUGGHE,
1990).

O gene COLIA1l encontra-se localizado no cromossomo 17, na regiao
17921.23, sendo responsavel pela codificacdo do maior componente do colageno
tipo | (KARSENTY; CROMBRUGGHE, 1990). Um estudo mostrou, inicialmente, que
o polimorfismo, caracterizado pela substituicdo da guanina por timina, no sitio Spl

localizado no primeiro intron do gene COLIAL (rs1800012) e que ocasiona trés
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diferentes genoétipos, homozigoto (GG), heterozigoto (GT) e homozigoto (TT),
poderia afetar a regulacdo da transcricdo do colageno (BORNSTEIN et al, 1987).
Outros estudos mostraram que este polimorfismo interfere na expressao deste gene,
alterando a afinidade de ligacdo do fator de transcricdo Spl a cadeia de DNA. A
principal consequéncia destas alteracbes genéticas é o aumento da por¢cdo de
proteinas produzidas pelo gene COLIAL em relacdo ao gene COLIA2, com alteracao
dos niveis de RNAm destes genes, 0 que, consequentemente, ocasiona alteracéo

da estrutura do colageno tipo | (MANN et al, 2001).

1.1.8 Polimorfismo do gene COLIA1 e Incontinéncia Urinaria de Esfor¢o

As associacdes do SNP (G—T) do gene COLIALl foram feitas inicialmente
com a estrutura O0ssea, constatando-se uma reducdo da forgca mecéanica e da
densidade mineral 6ssea, com aumento das fraturas osteoporéticas, em individuos
com genatipo polimorfico (GRANT et al, 1996). Skorupski et al (2006) compararam a
prevaléncia deste polimorfismo em 50 mulheres com IUE e 50 mulheres continentes,
pareadas para idade, estadiamento de prolapso genital, IMC, transicdo menopausal
e paridade, encontrando maior prevaléncia do gendétipo polimérfico GT no grupo de

pacientes incontinentes.
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2 OBJETIVO

Determinar a ocorréncia do polimorfismo de base uUnica G—T no sitio Spl,
localizado no primeiro intron do gene COLIAL, em mulheres com Incontinéncia

Urinaria de Esforco.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo caso-controle.

3.2 Local do Estudo

O estudo foi realizado no ambulatério de ginecologia e no Laboratério de
Urodinamica do Hospital Sdo Marcos. A analise genética foi realizada no Laboratorio

de Imunogenética e Biologia Molecular (LIB) da Universidade Federal do Piaui.

3.3 Amostra

3.3.1 Critérios de Elegibilidade

O grupo de estudo foi constituido por pacientes com diagndstico de IUE,
apos a realizagdo do estudo urodindmico. Foram excluidas as pacientes com
antecedentes de desordens neuroldgicas.

O grupo controle foi constituido por pacientes submetidas a consulta
ginecoldgica de rotina sem queixa clinica de 1U, sem antecedentes de cirurgias para
correcdo de cistocele, para correcdo de IUE ou perineoplastia e com teste de
esfor¢o negativo ao exame fisico. Foram excluidas as pacientes nuliparas.

Todas as pacientes foram submetidas a leitura e assinatura do termo de

consentimento livre e esclarecido (Apéndice A).
3.3.2 Diagnostico de IUE
O diagndstico de IUE foi realizado pelo pesquisador, com base na histéria

clinica, exame fisico (teste de esforco positivo) e confirmado por estudo

urodindmico.
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3.3.2.1 Teste de Esforgo

Solicitou-se que a paciente, em posi¢cdo ginecoldgica, com a bexiga repleta,
realizasse manobra de esfor¢co (tosse). A perda de urina sincrona ao esforgo
reforgcava o diagnoéstico de IUE. Quando ndo se constatava a perda de urina com a
paciente em posi¢do ginecoldgica, repetia-se 0 exame com a paciente em posi¢ao

ortostatica.

3.3.2.2. Estudo urodindmico

Este exame foi realizado conforme a padronizacdo da Sociedade
Internacional de Continéncia (SCHAFER et al, 2002).

3.3.2.2.1 Fluxometria

Foi solicitado que a paciente urinasse sobre uma cadeira de fluxo, sob a qual,

encontrava-se um fluxbmetro.

3.3.2.2.2 Cistometria

Realizou-se a assepsia dos 0Orgdos genitais externos e introduziu-se 2
cateteres uretrais de 6 e 4 Fr, respectivamente para infusdo de liquido e afericdo da
presséao intra-vesical. A afericdo da presséo abdominal foi realizada por meio de um
cateter com baldo preenchido por liquido, sem bolhas de ar, introduzido no reto. A
afericdo da pressao detrusora foi realizada pela diferenca entre a pressao intra-
vesical e abdominal. Apds a passagem dos cateteres, foi avaliado o volume residual.

O enchimento vesical foi realizado utilizando-se soro fisiolégico a temperatura
ambiente, na velocidade de 50 ml/minuto, com a paciente sentada na cadeira de
fluxo. Durante o enchimento, foi solicitado a paciente que revelasse qualquer
sensacao vesical.

Apods infusdo de 200 a 250 ml de volume, foi solicitado que a paciente
realizasse manobras de esforco, tosse e valsava, para a verificacdo da perda

urinaria. Neste momento, foi realizada a medida da pressdo de perda. Em caso de
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auséncia de perda urinaria, tais manobras foram repetidas na capacidade
cistométrica maxima, retirando-se o cateter de infuséo.

A infuséo foi interrompida quando a paciente referia forte desejo miccional.

3.3.2.2.3 Estudo miccional

ApoOs retirada do cateter de infusdo, solicitou-se que a paciente urinasse

sobre a cadeira de fluxo. Ap6s a miccao, avaliou-se novamente o volume residual.

3.3.2.3 Estadiamento do prolapso genital

O prolapso genital foi avaliado segundo a classificacdo da Sociedade
Internacional de Continéncia (ICS) e a Sociedade dos Cirurgibes Ginecolbgicos
(BUMP et al, 1996), por meio do estadiamento de Pelvic Organ Prolapse
Quantification (POP-Q), no qual se definem dois pontos de referéncia na parede
vaginal anterior (ponto Aa e Ba), dois pontos na parede vaginal posterior (ponto Ap e
Bp), dois pontos na parede superior da vagina (ponto C e D), além do comprimento
vaginal total (cvt), hiato genital (hg) e corpo perineal (pb), que correspondem,
respectivamente, as medidas da maior profundidade vaginal, do meato uretral
externo até a linha posterior do himen ou furcula e da fdrcula até o centro do orificio
anal.

A relacdo entre esses pontos e 0 plano imaginario que passa pelo himem
determinou o estagio do prolapso:

Estagio 0: ndo ha prolapso. Os pontos Aa, Ap, Ba e Bp estdo em -3cm, e 0s pontos
C e D estdo entre o CVT e 0 CVT -2cm.

Estagio 1: o ponto de maior prolapso estd localizado a 1 cm acima do himem.
Estagio 2: o ponto de maior prolapso esta entre 1 cm acima e 1 cm abaixo do
himem.

Estagio 3: o ponto de maior prolapso esta localizado mais de 1 cm abaixo do himem,
porém nado se desloca mais que o comprimento total da vagina menos 2cm.
Estagio 4: eversdo completa. A por¢cdo mais distal do prolapso se desloca, no

minimo, 0 comprimento total da vagina menos 2 cm.
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3.3.3 Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada, na ocasido da realizacdo do estudo
urodindmico e na consulta ginecolégica, por meio de entrevista realizada pelo

pesquisador para preenchimento da ficha de coleta de dados, conforme apéndice B.

3.4 Variaveis analisadas

- Freguéncia genotipica

- Etnia, caracterizada com base em caracteristicas morfolégicas faciais (forma do
nariz, boca e olhos), tipo de cabelo e cor da pele e por questdes a respeito da
origem de seus parentes proximos e distantes para obtencdo de informacédo de
ancestralidade. As participantes foram classificadas em caucasoides, afro-
descendentes, mesticas e amerindias.

- Idade (anos completos)

- indice de massa corpérea (IMC)(Kg/m?)

- NUmero de gestacdes

- Numero de partos vaginais

- Tabagismo prévio ou atual

- Transicdo menopausal, sendo definida menopausa como auséncia de menstruacao
por um periodo igual ou superior a 1 ano, ou pela dosagem do hormdnio Foliculo
Estimulante superior a 30 mUl/ml, em pacientes histerectomizadas.

- Fase do ciclo menstrual, considerando-se fase proliferativa quando a data da ultima
menstruacdo encontrava-se ha 10 dias ou menos; fase ovulatoria, quando a data da
altima menstruacao tinha ocorrido entre 11 e 17 dias e fase secretdria quando a data
da dltima menstruagdo encontrava-se ha 18 dias ou mais.

- Presenca ou ndo de prolapso genital, avaliado de acordo com o Pelvic Organ
Prolapse Quantification System (POP-Q) (BUMP et al, 1996)

- Idade de inicio dos sintomas no grupo de estudo

- Presséo de perda no grupo de estudo
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3.5 Analise genética

3.5.1 Extracdo do DNA

Para extracdo de DNA foram utilizadas amostras de sangue (8 ml) coletadas
em tubos de ensaio contendo anticoagulante ACD. O DNA foi extraido a partir da
papa de mononucleares, utilizando-se o kit de extracdo Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison- US).

A amostra foi devidamente homogeneizada e transferida (300 pl) para um
novo microtubo contendo 900 pl de solucdo de lise celular, seguidos de
homogeneizagdo em voOrtex por 3 minutos, incubagdo por 10 minutos em
temperatura ambiente e centrifugacdo a 14000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o procedimento repetido até que este ndo mais demonstrasse
presenca de eritrocitos. A segunda solucdo utilizada foi a de lise nuclear. Tranferiu-
se 300 pl desta solucdo para o microtubo em processamento e a solugcao foi
homogeneizada vigorosamente em vértex por 5 minutos, seguida pela adicao de 100
ul de solugcdo para precipitacdo de proteinas. O material foi agitado em vértex e
centrifugado a 14000 rpm por 3 minutos. Durante esta etapa, um novo microtubo foi
preparado contendo 300 pl de isopropanol absoluto gelado (Merk, Brasil). Ao término
da centrifugacao, o sobrenadante desta etapa foi transferido cuidadosamente para o
microtubo contendo isopropanol e invertido até a visualizacdo do DNA. A seguir, o
material foi centrifugado a 14000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado
e 0 microtubo mantido aberto e invertido sobre papel filtro para secagem de suas
paredes. Na proxima etapa, foram acrescentados 300 pl de etanol 70% (Merk,
Brasil), seguido de inversdo (3x) e centrifugacdo a 14000 rpm por 3 minutos.
Descartou-se o sobrenadante e o microtubo foi novamente invertido sobre papel
filtro para secagem. Por fim, o pellet foi ressuspendido em 30 ul de &gua
autoclavada, estéril e livre de RNAse (Invitrogen), incubado por 1 minuto e mantido a

47°C para hidratagéo.

3.5.2 Concentracao e pureza da amostra

A concentracdo e a pureza do DNA foram determinadas por meio da

espectrofotometria, utilizando-se um nanoespectrofotdmetro (ND-1000
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Spectrophotometer, Nanodrop Technologies- Wilmington, Delaware-US). A
absorbéancia foi medida nos comprimentos de onda de 230, 260, 280 nm. A pureza
foi determinada pela razdo de leitura na absorbancia de 260 e 280 nm. A amostra foi
considerada satisfatoria em termos de pureza, quando a razdo encontrava-se entre

1,8 e 2,0, acertando-se a concentracdo de DNA para 100 ng/ul.

3.5.3 Armazenamento do DNA

O DNA extraido foi armazenado a -80°C, até o momento da amplificac&o.

3.5.4 Iniciadores

Foram utilizados 4 iniciadores, conforme Skorupski et al (2006): 2 iniciadores
para a primeira etapa da reacdo de PCR: P1,5-GGAAGACCCGGGTTATTGCT-
3'(forward) e P2, 5-CGCTGAAGCCAAGTGA-AATA-3' (reverse) e 2 iniciadores para
a segunda etapa da reacdo: P3, 5-TAACTTCTGGACTATTTGCGGACTTTTTGG-
3'(forward) e P4, 5-GTCCAGTCCAGCCCTCATCCTGGCC-3'(reverse).

3.5.5 Amplificagéo do DNA

Realizou-se a Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em duas etapas.
Inicialmente amplificou-se o DNA molde utilizando-se os dois pares de iniciadores
externos (P1 e P2) e, a seguir, utilizou-se uma aliquota do amplificado, para o molde
da segunda etapa da PCR, utilizando-se os dois pares de iniciadores internos (P3,
P4).

As concentracdes da primeira etapa da reacdo de PCR foram: 200 ng de
DNA, 1,25 ul de iniciadores P1 e P2 (10 pmolar) (Invitrogen), 2 pl de dNTP Mix
(Promega) (200 mM/ ul), 1,5 pl MgCl, (Promega) (25 mM), 2,5 pl de solucéo
tampao(10x) (Promega) e 1 pl Tag DNA polimerase (Promega) (5 U/ pl). Esta etapa
foi realizada em 37 ciclos: 1 ciclo inicial de desnaturacdo do DNA molde a 99°C por
10 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacdo, com anelamento dos iniciadores
P1 e P2 a 57°C por 1 minuto, hibridizacdo da cadeia complementar a 72°C por 1
minuto e entdo, novamente, desnaturacdo a 94,5°C por 1 minuto e extensao final a

72°C por 10 minutos.
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A segunda etapa da reacdo de PCR foi realizada da seguinte forma: 1 ciclo
de desnaturacdo a 99°C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos de anelamento a 58°C
por 1 minuto, utilizando os iniciadores P3 e P4, hibridizacédo a 72°C por 45 segundos,
desnaturagdo a 94,5°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por 5 minutos. Para esta
segunda etapa, foram utilizados: 1 ul do amplificado da primeira etapa, 1,25 ul de
iniciadores P3 e P4 (10 pmolar) (Invitrogen), 2 pl de dNTP Mix (Promega) (200 mM/
ul), 1,5 pl de MgCl, (Promega) (25 mM), 2,5 ul de solucdo tampéo(10x) (Promega) e
1 pl de Tag DNA polimerase (Promega®) (5 U/ ul).

Os produtos da PCR foram revelados por eletroforose no GenePhor™,
utilizando-se o GeneGel Excel 12,5/24 Kit (GE Healthcare Bio-Sciences AB-

Sweden).

3.5.6 Deteccéo do polimorfismo

O reconhecimento do tipo de polimorfismo do sitio Sp1 foi realizado com base
na técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfism), utilizando-se a
enzima Ball (Mscl)(Biolabs-New England), que reconhece o sitio de restricdo 5'-
TGGCCA-3'. Os produtos do PCR foram digeridos com Ball utilizando-se 5 pl DNA,
2,5 ul de tampéo e 1 pl da enzima, por 1 hora a temperatura de 37°C.

Os produtos da RFLP foram revelados por eletroforose no GenePhor™,
utilizando-se o GeneGel Excel 12,5/24 Kit (GE Healthcare Bio-Sciences AB-
Sweden). Uma unica banda (260 pb) correspondeu ao genoétipo GG, 2 bandas (260
e 242 pb) ao heterozigoto (GT) e uma Unica banda (242 pb) ao gendtipo TT .

3.6 Analise estatistica

Foram utilizados testes nao-paramétricos para analise dos resultados,
levando-se em consideracdo a natureza das variaveis estudadas. Em todos os
testes, foi estabelecido em 0,05 ou 5% o0 nivel de rejeicdo da hipotese de nulidade.

Para a realizacdo dos calculos, foi utilizado programa Graph Pad Prism 5.
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3.6.1. Teste de Mann-Whitney

Este teste foi utilizado com o proposito de analisar as medianas de duas
amostras independentes, como idade, IMC, numero de gestacdes e partos vaginais

de pacientes continentes e incontinentes.

3.6.2. Teste exato de Fisher

Este teste foi utilizado para comparar as frequiéncias genotipicas e alélicas, 0s
estagios de prolapso genital (POP-Q), o numero de mulheres com antecedente atual
ou prévio de tabagismo, mulheres que estavam ou ndo na menopausa e as fases do

ciclo menstrual, entre pacientes continentes e incontinentes.

3.7 Aspectos éticos

Em todas as etapas, a pesquisa obedeceu, rigorosamente, aos preceitos do
Cédigo de Etica Médica para utilizagdo cientifica de dados de pacientes,
respeitando os principios da Declaracdo de Helsinque (2000) e da Resolucdo N’
196/96, emitida pelo Conselho Nacional de Saude (Brasil, 1996).

Os pacientes foram informados sobre as vantagens e desvantagens de sua
participacdo e, aos que aceitarem participar do estudo, foi solicitada assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (apéndice A).

O projeto foi submetido & avaliagdo no Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Piaui em  28/08/2007 e aprovado em
02/10/2007(CAAE:0189.0.045.000-07).
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4 RESULTADOS

4.1. Pacientes estudadas

Foram estudadas 51 pacientes, no periodo de 02 de outubro de 2007 a 22 de
dezembro de 2008, 29 pacientes com IUE e 22 pacientes continentes. As pacientes
apresentavam etnia mestica e eram procedentes do Piaui e Maranh&o.

No grupo de pacientes com IUE, a idade, IMC, nimero de gestacdes e partos
vaginais variaram, respectivamente, de 28 a 60 anos, 19,6 a 34,7 kg/m? 0 a 5
gestacdes e 0 a 5 partos vaginais, com mediana, respectivamente, de 50 anos, 26,3
Kg/m?, 3 gestacdes e 2 partos vaginais. Dez (34,5%) pacientes relatavam tabagismo
atual ou prévio e 12 (41,4%) pacientes encontravam-se na menopausa. Entre as
pacientes no menacme, 5 (29,4%) encontravam-se na fase proliferativa e 11 (64,7%)
encontravam-se na fase secretéria, sendo que 1 foi submetida a histerectomia, néo
tendo sido realizada avaliacdo da fase do ciclo. Com relacdo a idade do inicio dos
sintomas, 16 (55,2%) pacientes iniciaram os sintomas de incontinéncia com idade
igual ou inferior a 40 anos e 13 (44,8%) com idade entre 41 a 60 anos. Com relacao
a pressao de perda, 21 (72,4%) apresentaram pressao de perda = 90 cmH,0, e 8
(27,6%), pressao de perda < 90 cmH0.

Entre as pacientes continentes, a idade, IMC, numero de gestacdes e
paridade variaram, respectivamente, de 35 a 67 anos, 16,5 a 38,1 kg/m? 2 a 7
gestacoes e 1 a 7 partos vaginais, com mediana, respectivamente, de 42 anos, 23,9
Kg/m? 4 gestacBes e 3 partos vaginais. Cinco pacientes (22,7%) apresentavam
antecedente atual ou prévio de tabagismo e 8 pacientes (36,4%) encontravam-se na
menopausa. Entre as pacientes no menacme, 4 (28,6%) encontravam-se na fase
proliferativa e 9 (64,3%) encontravam-se na fase secretéria, com 1 paciente com
antecedente de histerectomia, ndo tendo sido realizada avaliagédo da fase do ciclo.

Nado foram encontradas diferencas estatisticamente significante entre
pacientes continentes e incontinentes, em relacdo a idade, IMC, numero de
gestacoes, prevaléncia de tabagismo, menopausa e fase do ciclo menstrual. O
grupo de pacientes continentes apresentou um numero de partos vaginais

significativamente maior em relacdo as pacientes incontinentes (Tabela 1).
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Tabela 1. Comparacdo de caracteristicas clinicas e demogréficas de pacientes
incontinentes e continentes, com respectivo nivel de significancia, atendidas no
Hospital Sdo Marcos, Teresina, Piaui, no periodo de 02 de outubro de 2007 a 22 de
dezembro de 2008.

Caracteristicas Incontinentes Continentes p*
Idade (mediana) 50 42 0,08
Gestagdes (mediana) 3 4 0,13
Partos vaginais (mediana) 2 3 0,02
IMC (mediana)(Kg/m?) 26,3 23,9 0,2
Pré-menopausa (n°) 17 14 0,8
Proliferativa (n°) 5 4 1
Secretoria (n°) 11 9 1
P6s-menopausa (n°) 12 8 0,8
Tabagistas (n°) 10 5 0,5
N&o Tabagistas (n°) 19 17 0,5

Fonte: Crédito da autora, Te, 2009
* valores de P calculado pelo teste de Mann- Whitney para idade, gestacdes, paridade e IMC e pelo
teste de Fisher, para pré e pés menopausa, tabagistas e nao tabagistas, fase do ciclo proliferativa ou

secretoria

Com relacdo a presenca de prolapso genital, todas as pacientes, tanto
continentes como incontinentes, apresentavam estagio de POP-Q < 2, ndo havendo
diferenca estatisticamente significante em relacdo as frequéncias dos estagios de
prolapso entre os dois grupos (P = 0,3) (Tabela 2).
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Tabela 2. Distribuicdo dos estagios de prolapso genital de acordo com a
classificacdo Pelvic Organ Prolapse Quantification (POP-Q) entre pacientes
incontinentes e continentes atendidas no Hospital Sdo Marcos, Teresina, Piaui, no
periodo de 02 de outubro de 2007 a 22 de dezembro de 2008

POP-Q Incontinentes Continentes
0 14 6

1 8 10

2 7 6

Total 29 22

Fonte: Crédito da autora, Te, 2009

4.2. Frequéncia dos genotipos

No grupo total estudado, 29 (56,8%) pacientes apresentaram o genoétipo GG e
22 (43,1%) pacientes, o gendtipo GT. Nao foi detectado nenhum gendtipo TT.

Entre as pacientes com IUE, 55,2% (16) apresentou o genétipo GG e 44,8%
(13), o gendtipo GT. Entre as pacientes continentes, as frequéncias genotipicas
foram: 59,1% (13) com genotipo GG e 40,9% (9) com gendtipo GT. A distribuicdo
das frequiéncias alélicas e genotipicas nao apresentou diferenca estatisticamente
significante, entre os dois grupos (P =1)(Tabela 3).

Comparando-se a frequéncia do genétipo polimoérfico GT entre pacientes que
iniciaram a apresentagdo dos sintomas com idade < 40 anos e pacientes
continentes com idade < 40 anos, também ndo se encontrou diferenca
estatisticamente significante (P =1).

Comparando-se a distribuicdo dos gendtipos entre pacientes com pressao de
perda menor e maior ou igual a 90 cmH20, ndo se constatou diferenca
estatisticamente significante (P =1).
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Tabela 3. Frequéncias (%) alélicas e genotipicas, com respectivos odds ratio,
intervalo de confianga e nivel de significancia, entre pacientes incontinentes e
continentes atendidas no Hospital Sdo Marcos, Teresina, Piaui, no periodo de 02 de
outubro de 2007 a 22 de dezembro de 2008

Incontinentes(%) Continentes(%) Odds Ratio Intervalo p*
confianca a 95%

G 77,6 79,5 0,89 0,34-2,32 1
T 22,4 20,4 1,12 0,43-2,93 1
GG 55,2 59,1 0,85 0,28-2,62 1
GT 44,8 40,9 1,17 0,39-3,60 1
1T 0 0 - - -

Fonte: Crédito da autora, Te, 2009

* valor de P calculado pelo teste de Fisher
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4 DISCUSSAO

A etiopatogenia da IUE, assim como outras condicbes multifatoriais, ainda é
mal compreendida. Apesar da susceptibilidade individual ser demonstrada em varios
estudos de epidemiologia, a busca de um modelo genético ainda parece distante.

O presente trabalho foi o segundo realizado no Brasil que demonstrou a
presenca do polimorfismo do gene COLIAL e o primeiro no pais que buscou a sua
associacdo com IUE (BARROS et al, 2002). Seus resultados ndo mostraram uma
diferenca estatisticamente significante na frequéncia do gendétipo polimorfico GT
entre pacientes continentes e incontinentes. Também ndo mostraram uma
associacao positiva entre as variantes genotipicas e a gravidade desta condicao,
estabelecida pela pressdo de perda e idade de inicio dos sintomas. Esta falta de
associacdo ndo exclui a participacdo deste gene na etiopatogenia da IUE, mas
indica que sua variabilidade ndo tem impacto no risco de desenvolvimento desta
doenca na populacéo estudada.

AplOs uma ampla revisao de literatura, podemos constatar que a associacao
do polimorfismo do gene COLIAl e IUE é ainda pouco estudada. Conseguimos
localizar apenas um trabalho que mostrou associacdo deste polimorfismo com IUE e
outro trabalho que n&o encontrou associacdo deste polimorfismo com distopias
genitais (SKORUPSKI et al, 2006; SKORUPSKI et al, 2007). Ao contrario, para
distarbios da MEC da estrutura 0ssea, a literatura é farta e os resultados séo
concordantes de que a variabilidade do gene COLIAL esta associada a reducdo da
massa O0ssea e aumento das fraturas osteoporoticas, com comprovagdo a nivel
biomolecular (GRANT et al, 1996; LANGDAHL et al, 1998; UITTERLINDER et al,
1998; MANN et al, 2001; BERNAD et al, 2002).

Em relagéo ao estudo de Skorupski et al (2006), a nossa amostra distingue-
se, basicamente, pela ancestralidade. Enquanto as pacientes do estudo polonés
apresentavam etnia caucasoide, as pacientes do presente estudo eram mesticas.
Este é um fator importante, que talvez tenha sido decisivo para o resultado
encontrado, j& que a ocorréncia de uma determinada variabilidade génica pode
diferir entre as diversas etnias. Estudos de ancestralidade, tendo como base o DNA
mitocondrial, mostram que o pool génico dos mesticos do Nordeste brasileiro é
trinibrido, sendo constituido por 34% de caucasoides, 44% de africanos e 22% de
amerindios (PENA, 2002). Logo, se a variabilidade do gene COLIAl estiver
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associada a etnia caucasoide, a baixa representatividade desta etnia em nossa
amostra poderia ter enfraquecido a capacidade de detectarmos maior ocorréncia do
genatipo polimorfico GT entre as pacientes incontinentes.

Nao constatamos, em nossa amostra, o genétipo TT, provavelmente porque a
frequéncia alélica T é muito baixa. Estudos prévios realizados em populagédo
holandesa e brasileira caucas6ide mostram freqiéncias do genoétipo TT de 3% e
2,27%, respectivamente (BARROS et al, 2002; VAN DER SLUIS et al, 2002). De
forma que, para esta populacdo, de natureza trihibrida, em que a frequéncia dos
genes caucasoides é baixa, a deteccdo do genotipo TT exigiria um maior tamanho
amostral, o que permitiria uma maior representatividade das trés herancas étnicas.

E certo que ainda existem muitas contradicbes na literatura, dentro da
complexidade da constiuicdo da fascia endopélvica, de qual ou quais proteinas
estariam envolvidas na etiopatogenia da IUE, dificultando a busca dos genes
responsaveis por esta condicdo. Tratando-se de doenca multifatorial, € pouco
provavel que apenas um gene ou uma proteina esteja envolvida nesta doenca.
Estudos com microarray, por exemplo, mostram alteragcdo da expressao de outros
genes envolvidos na atividade da MEC, relacionados principalmente ao metabolismo
de fibras colagenas e elasticas. (CHEN et al, 2003; CHEN et al, 2006).

Além disso, existem estudos comparativos entre pacientes com IUE e
continentes que Vvém ressaltando o papel de outras proteinas da MEC na
etiopatogenia desta afeccdo (FELDNER et al, 2006; GOEPEL; THOMSSEN, 2006;
LIU et al, 2006; TUNN et al, 2005; TRABUCCO et al, 2007). As fibras elasticas, por
exemplo, parecem exercer importante papel nas propriedades mecanicas do tecido
conjuntivo do assoalho pélvico, ao permitir que este se distenda até um grau limite,
retornando a sua posicdo original, sem prejuizos. (GOH, 2003). Uma pesquisa
realizada com macacos demonstrou que a falha no remodelamento das fibras
elasticas no pés-parto, ocasionada ou por alteracdes genéticas ou por efeito do
envelhecimento, poderia contribuir para a instalacdo de disfun¢cdes do assoalho
pélvico em mulheres (LIU et al, 2006).

A distribuicBo das fibras elasticas também apresentou diferencas em
mulheres com IUE com uretras hipotonicas e normotdnicas, constatando-se uma
distribuicdo irregular e fragmentada da elastina no primeiro grupo de pacientes, o

que, provavelmente, pode ter contribuido para a reducdo da extensibilidade do
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tecido e para a perda da estabilidade periuretral, prejudicando, provavelmente, o
mecanismo de fechamento uretral (GOEPEL; THOMSSEN, 2006).

Outros constituintes da MEC que apresentaram diferentes distribuicdes entre
pacientes continentes e incontinentes foram o0s glicosaminoglicanos totais;
dermatam sulfato; a fiboromodulina, um tipo especial de proteoglicano, responsavel
pela organizagdo das fibrilas de colageno e a actina. (GOSLING, 1985; FELDNER et
al, 2006; TRABUCCO et al, 2007; TUNN et al, 2007).

Até mesmo em relacdo ao colageno, ainda existem muitas duvidas de como
ocorre sua alteracdo na IUE, ou seja, se seria uma alteracdo de sintese ou
degradacgdo, qualitativa ou quantitativa. Estudos publicados sobre este tema
apresentam uma diversidade de achados, uma vez que avaliam a constituicdo do
tecido conjuntivo, utilizando diferentes sitios de biopsia e testes bioquimicos néo
uniformes, além da heterogeneidade das populagfes estudadas (KEANE et al, 1997;
FALCONER et al, 1998a; FALCONER et al, 1998b; RECHBERGER et al, 1998;
LIAPIS et al, 2000; LANG et al, 2002; GOEPEL et al, 2003; COR; BARBIC; KRALJ,
2003; GOH, 2003; CHEN et al, 2004).

Alguns trabalhos, por exemplo, tém ressaltado as diferencas na degradacgao
do colageno em pacientes com IUE em relacdo a pacientes continentes, ndo
encontrando alteracfes da sintese do colageno, mas, por outro lado, demonstrando
maior expressdao de metaloproteinases (RNAmM), proteinas responsaveis pela
degradacdo e remodelamento do colageno, e uma menor expressdo de seus
inibidores, nos tecidos de pacientes acometidas por esta doenca (FALCONER et al,
1998a; CHEN et al, 2002).

Nos ultimos anos, podemos observar um avanco importante na compreensao
das desordens do assoalho pélvico, o que levou o desenvolvimento de inUmeras
técnicas cirargicas, com resultados bem mais animadores em relacdo a antigas
cirurgias de corregcédo perineal (GOEPEL, 2007). Observamos, ainda, que grande
parte dessas novas técnicas envolve a colocacédo de préteses (ULMSTEN, 1998), ou
seja, sabemos, que, apesar de inumeros outros fatores exdgenos, o problema
bésico encontra-se no tecido conjuntivo da paciente acometida por IUE.

Apesar dos grandes avangos em relagdo a terapéutica cirdrgica, os estudos
voltados para associacdo entre as diferencas histolégicas e o padrdo genético
responsavel por estas diferencas e IUE ainda sédo contraditorios (GOEPEL, 2007).

Como resultado, vivenciamos que, nos dias atuais, a prevencdo da IUE ainda é
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dificultada e seu tratamento € limitado a minimizagcdo ou eliminacdo dos sintomas,
ou seja, objetiva manté-la sob controle, mas nao curada.

Assim, estudos posteriores, com grandes amostras, com a mesma ou outra
etinicidade, sdo necessarios para elucidar a real participacdo deste polimorfismo,
assim como, da variante proteica na etiopatogenia da IUE. Considerando tratar-se
de condicdo complexa, estudos do tipo genomic wild tornam-se necessarios para
apontar outras regides até entdo ndo exploradas, permitindo a investigacdo de

Novos genes nha etiopatogenia desta afeccao.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados do presente estudo, podemos afirmar que a
diversidade do gene COLIA1 nado constitui um dos fatores principais da
determinacdo de diferencas interindividuais de susceptibilidade a Incontinéncia
Urinaria de Esfor¢o na populacéo estudada.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS GRADUACAO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
MESTRADO EM CIENCIAS E SAUDE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A senhora estd sendo convidada a participar de uma pesquisa que vai
estudar, no seu sangue, se vocé tem alguma alteracdo genética que ajudou vocé a
ficar doente. Para participar da pesquisa, a senhora terd que responder a algumas
perguntas realizadas por mim, fazer o exame ginecologico e permitir a coleta de 8 ml

de seu sangue.

Titulo da pesquisa
O polimorfismo do gene COLIAL em mulheres com Incontinéncia Urinaria de
Esforco.
Justificativa e objetivo
Ainda existem duvidas sobre a principal causa da perda de urina e, ainda, se
uma alteracdo no DNA pode provocar este problema. Os resultados desta pesquisa
serdo importantes para entender se a genética ajuda a ter perda de urina, 0 que
pode ajudar muito no tratamento futuro desta doenca.
Participagcdo do voluntario
Sua participacdo na pesquisa € responder algumas perguntas como nome,
endereco, telefone, idade, quantas vezes ficou gravida, quantos partos vaginais,
partos com fércipe e cesareas realizou, se esta menstruando ou ndo, data da ultima
menstruacdo, idade de quando iniciou a perda urinaria, se fuma ou ndo, se usa
medicacdo ou ndo, se possui ou hao outra doenca, se ja realizou alguma cirurgia
prévia para perda urinaria ou qualquer outra cirurgia. Depois disso, vocé doara 8 ml
de sangue para analise do seu DNA.Vocé vai ter direito de:
1. Participar desta pesquisa se quiser.
2. O seu nome e as informacdes fornecidas néo seréo revelados para ninguém.
3. Ter conhecimento dos resultados desta pesquisa. O seu material vai ficar

guardado no Laboratério de Imunogenética da Universidade Federal do Piaui



e podera ser examinado para outros
importantes no problema da perda urinéria.

4. Fazer qualquer pergunta que tiver vontade.
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marcadores gque possam ser

N&o participar do estudo, ndo sofrendo qualquer penalidade.

hY

Os maiores problemas ocasionados a

senhora neste trabalho estdo

relacionados ao tempo maior de consulta, para perguntas do pesquisador e uma

pequena dor da picada da agulha para retirada de sangue.

A senhora néo recebera gratificacdo pela participacdo nesta pesquisa.

O entrevistador estard a sua disposi¢do para esclarecer qualquer davida nos

enderecos citados abaixo.

A sua participacdo nesta pesquisa € muito importante e ajudara a entender

melhor a causa da perda de urina, se este problema pode ou ndo ser herdado

geneticamente, ou seja, passar de pais para filhos, além de contribuir para a

descoberta de futuros tratamentos mais eficazes.

Tendo lido, discutido com os pesquisadores e entendido o que eles vao fazer,

aceito de propria vontade participar desta pesquisa.

Teresina (PI), Data:

Sujeito de pesquisa ou responsavel legal

Pesquisadores responsaveis:

Profa. Dra. Semiramis Jamil Hadad Monte

Laboratorio de Imunogenética e Biologia Molecular do Piaui
Campus Ininga, Bloco 16; CEP:64049-550. Teresina-PlI

Tel: (86)215-5690/215-5691/215-5651

Ana Maria Pearce Brito de Aréa Ledo

Hospital Sdo Marcos, Rua Olavo Bilac, numero 2300.

Tel: (086) 2106-8000.

Comité de ética em pesquisa- Hospital Sdo Marcos

Rua Olavo Bilac, nimero 2300.

Tel: (86) 2106-8000.

Pesquisador

Comité de ética em pesquisa- Universidade Federald o Piaui
Campus Universitario, Bloco 6, Bairro Ininga; CEP:64049-550; Tel: (86)3215-5437



APENDICE B

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS GRADUACAO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
MESTRADO EM CIENCIAS E SAUDE

FICHA DE COLETA DE DADOS

NUMERO: DATA:

NOME:
ENDERECO:

TELEFONE: DATA DE NASCIMENTO:
ETNIA: ( ) CAUCASOIDE ( ) AFRO-DESCENDENTE ( ) MESTICA
( ) AMERINDIA

IDADE: IDADE DE INICIO DOS SINTOMAS:

IMC:

PARIDADE:___ GESTA__ PARTOS VAGINAIS___ PARTOS CESAREANOS
MENOPAUSA: () SIM (  )NAO

FASE DO CICLO MENSTRUAL: () PROLIFERATIVA ( ) SECRETORIA
PROLAPSO GENITAL: () SIM ( )NAO

ESTADIAMENTO POP Q:

TABAGISMO: () SIM ( )NAO

CIRURGIAS PREVIAS PARA IUE:
OUTRAS CIRURGIAS:

PRESSAO DE PERDA:
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APENDICE C

TABELA 4. Dados clinicos das pacientes incontinentes atendidas no Hospital Sdo Marcos, Teresina, Piaui, no periodo de 02 de
outubro de 2007 a 22 de dezembro de 2008.

CASOS IDADE IDADE DE IMC GESTACOES PARTOS CESAREAS MENOPAUSA FASE DO CICLO POP-Q TABAGISMO PRESSAO
(anos) INiCIO DOS (Kg/m?) (N) VAGINAIS (N) DE PERDA
SINTOMAS (N) (cm/H20)
(anos)
1 45 30 23,6 5 2 1 N&ao Proliferativa 1 N&o 63
2 57 51 24 5 4 1 Sim - 1 Nao 94
3 43 33 20,4 2 0 2 N&ao Secretoria 0 N&o 63
4 41 41 19,6 7 2 0 Néao Secretoria 1 Nao 46
5 51 41 20,6 4 3 1 Néao Histerectomizada 1 Nao 165
6 38 38 29,6 0 0 0 N&ao Secret6ria 1 Sim 109
7 47 42 26,9 2 0 2 Néao Secretoria 0 Nao 151
8 40 35 27,3 3 0 2 Néao Proliferativa 0 Nao 115
9 28 20 28,7 2 1 1 N&ao Secretoria 0 N&o 112
10 38 37 24,2 6 5 0 Néao Secretoria 0 Nao 111
11 61 51 32,8 0 0 0 Sim - 2 Nao 108
12 51 49 23 2 2 0 Sim - 0 Nao 73
13 56 40 21,4 4 3 1 Sim - 2 Nao 80
14 60 33 30,9 4 4 0 Sim - 1 Sim 106
15 40 40 31,8 2 0 2 Néao Secretoria 0 Sim 144
16 63 53 24,3 3 3 0 Sim - 0 Nao 106
17 47 58 20,2 5 2 3 Néao Proliferativa 1 Nao 109
18 53 52 28,4 0 0 0 Sim - 0 Sim 122
19 48 36 26,7 5 4 0 Néao Secretoria 0 Sim 137
20 53 29 34,7 3 0 3 Sim - 0 Nao 49
21 52 51 29,22 3 3 0 Sim - 2 Sim 94
22 51 33 32,4 2 2 0 Néao Secretoria 1 Sim 90
23 46 45 21 3 2 1 Né&o Secretoria 2 Sim 71
24 47 40 25,9 3 2 1 Néao Proliferativa 0 N&o 91
25 55 50 28,8 5 4 1 Sim - 2 Nao 83
26 52 32 30,7 5 5 0 Sim - 0 Sim 167
27 57 56 24,2 2 2 0 Sim - 2 Sim 144
28 50 35 26,7 3 2 1 Nao Secretoria 0 N&o 105
29 45 40 22,4 3 2 1 N&o Proliferativa 2 Nao 98

Fonte: Crédito da autora, Te, 2009
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TABELA 5. Dados clinicos das pacientes continentes atendidas no Hospital Sdo Marcos, Teresina, Piaui, no periodo de 02 de
outubro de 2007 a 22 de dezembro de 2008.

CONTROLES IDADE IMC GESTACOES PARTOS CESAREAS MENOPAUSA FASE DO CICLO POP-Q TABAGISMO
(anos)  (Kg/m?) (N) VAGINAIS (N)
(N)
1 35 25,4 4 4 0 Nao Proliferativa 1 Nao
2 45 32,8 2 2 0 Sim - 1 N&o
3 40 19,9 2 2 0 Nao Secretéria 0 N&ao
4 57 27,5 5 1 1 Sim - 2 N&ao
5 49 26,2 5 5 0 Sim - 1 N&ao
6 38 20,9 3 3 0 Nao Secretéria 1 N&ao
7 35 19,1 3 2 1 Nao Proliferativa 1 Nao
8 36 20,9 5 3 1 Nao Secretoria 2 Nao
9 42 16,5 3 3 0 Nao Secretoria 0 Nao
10 54 24,7 7 7 0 Sim - 2 N&o
11 41 23,1 3 2 1 Nao Secretéria 1 N&ao
12 40 26,9 5 4 1 Nao Proliferativa 2 N&o
13 43 28,8 5 3 0 Nao Secretéria 0 Sim
14 41 23,1 4 3 1 Nao Secretéria 1 Sim
15 60 19 5 5 0 Sim - 2 N&o
16 52 26,8 3 2 1 Sim - 0 Sim
17 62 24,2 9 9 0 Sim - 1 N&o
18 40 23,5 2 2 0 Nao Proliferativa 1 Nao
19 46 18,1 4 4 0 Nao Secretéria 0 Sim
20 42 25,5 4 2 1 Nao Secretéria 1 N&o
21 53 38,2 3 3 0 Sim - 2 N&ao
22 42 23,4 3 3 0 Nao Histerectomizada 0 Sim

Fonte: Crédito da autora, Te, 2009



