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1. RESUMO

Introducdo: O Trabalho de Parto Pré-Termo (TPP) e a Rotura Prematura de
Membranas Pré-Termo (RPM-PT) acarretam severas complicagfes para o bindmio
materno-fetal. Entre os fatores de risco associados ao TPP e a RPM-PT, a predisposi¢do
genética vem ganhando importancia. Contudo, a associa¢do entre genes polimorficos e a
patogénese do TPP e da RPM-PT permanece alusiva. A maior compreensdo dos
mecanismos genéticos subjacentes a estas complicacGes gestacionais podera viabilizar a
identificacdo de pacientes de maior risco, minimizando os efeitos deletérios da
prematuridade. Objetivo: Determinar a associacdo entre polimorfismo do gene IL6
materno e a ocorréncia de TPP e de RPM-PT. Pacientes e Métodos: Foram incluidas no
estudo 109 pacientes que apresentaram TPP e bolsa integra ou RPM-PT e apresentaram
parto pré-termo como desfecho gestacional, entre os anos de 2003 e 2012, atendidas no
Servico de Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP. O grupo controle foi constituido por 68 pacientes com gestacdes resolvidas a
termo. Foram coletados swabs bucais das pacientes para as analises dos polimorfismos
génicos por PCR. Os dados clinicos, étnicos e sdcio-demograficos do grupo controle e
do grupo estudo foram comparados pelo Teste T de student e pelo teste de Mann
Whitney e os dados obtidos da genotipagem do polimorfismo IL-6-174 foi analisado
pelo teste exato de Fisher. O software utilizado foi o SigmaStat 3.0 e o nivel de
significancia adotado para os testes empregados foi de 5%. Resultados: As
caracteristicas  socio-demogréaficas entre 0s dois grupos se apresentaram
homogeneamente distribuidas. O alelo polimorfico C, associado a menor producdo de
IL-6, esteve presente em 32,5% das pacientes do grupo estudo e em 30,9% das
pacientes do grupo controle, sem diferenca estatisticamente significativa. Concluséo:

Considerando o tamanho amostral incluido no estudo, a freqiiéncia do alelo polimorfico
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C, associado a menor producdo de IL-6, € similar em pacientes que apresentaram
gestacOes de termo e em pacientes com complicacBes gestacionais como TPP e RPM-

PT.
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2. ABSTRACT

Introduction: Preterm Labor (PTL) and Preterm Premature Rupture of Membranes
(PPROM) cause severe complications for both mother and fetus. Among the risk factors
associated with preterm labor and PPROM, genetic predisposition has been gaining
importance. However, the association between polymorphic genes and the pathogenesis
of PTL and PPROM remains elusive. A better understanding of the genetic mechanisms
underlying these adverse pregnancy outcomes may enable the identification of high risk
patients and allow new approaches to minimize the deleterious effects of prematurity.
Aim: To determine the association between maternal IL-6 polymorphism gene and the
occurrence of PTL and PPROM. Patients and Methods: The study included 109
patients with prior history of PL and/or PPROM that delivered prematurely at the
Obstetrical Unit Care of Botucatu Medical School, UNESP between 2003 and 2012.
The control group consisted of 68 patients that delivered at term, matched to the case
group by age, ethnicity, and sex of the newborn. Oral swabs (Cath-AlITM — Epicentre
Biotechnologies) were collected for analysis of genetic polymorphisms by PCR.
Statistical tests were performed to compare genotype, clinical and socio-demographic
data from the groups. A p-value of <0.05 was considered significant. Results: The
sociodemographic characteristics in both groups were homogeneously distributed. The
frequency of the polymorphic allele C, associated with less production of IL-6, and
therefore thought to be protective against PTL and PPROM, was 32,5% in the study
group and 30,9% in the control group, without statistically significant differences.
Conclusion: Considering the sample size included in this study, the frequency of the
mutated allele is similar in pregnant women who delivered at term and gestational

complications as PTL and PPROM.
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3. INTRODUCAO

O trabalho de parto pré-termo (TPP) é uma intercorréncia obstéetrica que acomete de
5 a 10% das gestacOes e constitui importante problema de saide publica em todo o
mundo®®. E caracterizado pela presenca de uma ou mais contracdes a cada 10 minutos,
acompanhada por esvaecimento cervical ou dilatacao cervical igual ou superior a 2 cm
com idade gestacional entre 22 e 37 semanas®. A prematuridade decorrente do TPP
refratario a tocolise é responsavel por cerca de 70% dos indices de mortalidade e
morbidade perinatais e acarreta severas complicacdes para o bindmio materno-fetal® °.

Apesar de o TPP ser extensamente estudado, as taxas de prematuridade, mesmo em
paises desenvolvidos, ndo tém diminuido com o passar dos anos. Recém-nascidos em
idade gestacional inferior a 37 semanas tém probabilidades significativamente
aumentadas de apresentar morbidades como dano cerebral, displasia pulmonar,
enterocolite necrozante, retinopatia, entre outras, que podem acarretar sequelas
irreversiveis, diminuindo a qualidade de vida do neonato®.

Outra complicacdo obstétrica comumente preditora de resultados adversos da
gestacdo € a Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo (RPM-PT). A RPM-PT,
definida como rotura das membranas fetais em idade gestacional inferior a 37 semanas,
é sem ddvida, um importante fator de risco para o TPP, estando presente em 30 a 40%
dos casos’. A concomitincia destas intercorréncias gestacionais agrava
significativamente a morbimortalidade no bindbmio materno-fetal. A RPM-PT também
pode ocorrer na auséncia do TPP, neste caso acometendo aproximadamente 1% das
gestacoes’.

Estas complicagOes gestacionais possuem etiologia multifatorial e, embora muitos
avancos ja tenham sido alcangados nesta &rea, inimeros aspectos concernentes a sua

patogenia ainda ndo foram completamente elucidados. Dentre os fatores
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conhecidamente associados ao TPP e a RPM-PT, podemos destacar placenta prévia,
polidramnia, sangramento vaginal durante a gestacdo, vaginose bacteriana e infeccéo
intra-amniética®*!, sendo que mais de um mecanismo pode estar presente a0 mesmo
tempo nessas complicacBes gestacionais. Independente do fator ou fatores causais,
todos, em Gltima instancia, deflagram importante resposta inflamatdria™*.

Essa resposta é intrinseca ao desfecho gestacional, seja favoravel ou adverso™. Em
desfechos gestacionais favoraveis, niveis crescentes de citocinas pro-inflamatdrias séo
secretados pelos tecidos gestacionais & proximidade do termo****. Esses mediadores
inflamatorios  desencadeiam a producdo de prostaglandinas, endotelinas e
metaloproteinases, responsaveis por induzir contratilidade miometrial, apagamento
cervical e rotura das membranas fetais™'. Na presenca de bactérias na cavidade
amniotica, mesmo na presenca de infeccdo subclinica, ou em decorréncia de estresse
materno ou polidramnia, por exemplo, a maior produgéo de citocinas como Interleucina
(IL)-1B, IL-6 e Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a € deflagrada precocemente. Desta
maneira, niveis elevados destes mediadores nos tecidos materno-fetais contribuem para
o desencadeamento do TPP e da RPM-PT* ¢,

Outro fator de risco para essas complicagfes gestacionais que vem sendo discutido
na literatura é a predisposicdo genética. Gestantes com historia prévia de TPP ou RPM
possuem risco significativamente elevado de apresentarem recorréncia destas
complicacdes'® *°. Da mesma maneira, mulheres que nasceram prematuras tém maior
probabilidade de se tornarem gestantes que apresentardo TPP ou RPM?. Esses fatos,
aliados a disparidade entre as taxas de prematuridade entre populagdes de diferentes

21,22

etnias™™ =, nos permitem entrever a grande influéncia da predisposi¢do genética sobre o

desfecho gestacional a que pacientes estardo submetidas.
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Crescentes evidéncias sugerem correlacdo entre a presenca de varidveis génicas
especificas e resultados gestacionais adversos>?. Os maiores alvos destas pesquisas
recaem sobre 0s genes associados a resposta imune, como genes envolvidos no
reconhecimento de patdgenos, nas vias de ativacao intracelular, e, principalmente, nos
produtos finais da resposta imune, como os genes codificadores de citocinas.

Dentre as inUimeras variagdes genéticas encontradas no genoma humano, 0s
polimorfismos de Unico nucleotideo (single nucleotide polymorphisms - SNPs),
definidos como substituicbes de um Unico nucleotideo de uma sequéncia de DNA
codificante, sdo as alteragdes mais comuns, podendo ocorrer em qualquer sequéncia
génica de novo ou ser herdados. J& foram descritos SNPs em muitos genes codificadores
de citocinas e de outras proteinas implicadas no desfecho gestacional® %. Esses
polimorfismos frequentemente se localizam na regido regulatoria destes genes e
algumas variacdes alélicas afetam sua ativagdo transcricional. Polimorfismos funcionais
podem aumentar ou diminuir a transcricdo génica e, consequentemente, a traducdo da
proteina correspondente em resposta a determinados estimulos e desta maneira podem
afetar a resposta imune?.

Citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular secretadas por uma variedade de
células do organismo, em especial leucdcitos, em resposta a diferentes estimulos,
atuando como mediadoras do sistema imune. Dentre as citocinas associadas a
complicagBes gestacionais, uma das mais importantes é, sem duvida, a IL-6.

A IL-6 é uma citocina pleiotropica secretada como proteina de 26 kDa que é
produzida por uma variedade de células, incluindo fibroblastos, mondcitos/macrofagos,
adipécitos, células endoteliais, células endometriais e células deciduais ?’. Entre suas

funcbes no sistema imune, destaca-se a propriedade de regulagdo da resposta
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inflamatoria. A IL-6 pode exercer ambos os efeitos pré e anti-inflamatorios,
dependendo da célula-alvo e de suas concentracdes nestes microambientes®® .

A sinalizacdo desta citocina se da atraves de sua ligagdo ao complexo formado pelo
receptor de IL-6 (IL-6R) e por duas moléculas da glicoproteina de membrana 130
(gp130) na superficie celular. Alternativamente, a IL-6 pode primeiramente formar um
complexo com a forma solGvel do receptor de IL-6 (sIL-6R), originado a partir da
clivagem do IL-6R ou por splicing alternativo. A ligacdo do complexo IL-6-sIL-6R a
gp130 é denominada trans-sinalizacdo®. A co-existéncia dessas vias de sinalizagdo
explica a amplitude de agéo desta citocina, uma vez que a gp130, contrariamente ao IL-
6R que é expresso por um numero restrito de tipos celulares como hepatocitos,
neutr6filos, macréfagos, leuccitos e trofoblasto, é ubiquamente expressa®" .

A IL-6 possui importante funcdo durante a gestacdo e no parto e sua atividade esta
intimamente relacionada ao seu receptor. Diversos trabalhos descrevem o envolvimento
desta citocina na implantagdo embrionéaria, no desenvolvimento placentario e nos
estagios tardios da gestacdo®**®. Segundo Keelan et al. *® a IL-6 contribui para eventos
que culminam no parto através de suas interacbes com a via de producdo de
prostaglandina (PG). In vitro, esta molécula regula positivamente a produgéo de PGE_,

3738 além de estimular

PGF,, e do receptor de PGF,, em células amniéticas e deciduais
contratilidade miometrial por inducéo da expressdo de receptores para ocitocina®.

A IL-6 também atua no parto em condicdes patolégicas e é a principal molécula
preditora do TPP, além de estar associada @ RPM-PT***2, Niveis elevados de IL-6 na
secrecdo cervical de pacientes com parto pré-termo estdo relacionados com RPM*.

ConcentracGes aumentadas desta citocina também foram detectadas no liquido

amnidtico de gestantes em TPP*.
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O polimorfismo do gene codificador da IL-6, descrito na regido promotora do IL6
(7p21), na posigdo -174, influencia a producédo de IL-6 com o gendtipo G/G associado a
producdo aumentada da proteina e 0 genétipo C/C associado ao decréscimo desta** .
Em populagdo acometida por periodontite, Dashash et al.*® ndo encontraram associacao
significativa entre polimorfismo do gene IL-6 e parto pré-termo. Em contrapartida,

Kalinka et al.?*

descrevem que pacientes com gen6tipos GG e GC para o polimorfismo
IL6-174 possuem risco multiplicado de apresentar TPP quando portadoras do alelo
ILIRN*2. Velez et al.*’, por sua vez, relatam forte associacdo entre presenca de SNP
sindbnimo no gene fetal codificador do receptor de IL-6 e TPP com membranas intactas.
Dessa maneira, polimorfismo do gene IL6 é importante candidato a marcador de

resultado gestacional adverso e sua identificagdo em gestantes acometidas por RPM-PT

e TPP é de particular interesse no ambito clinico-obstétrico.
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4. OBJETIVO

Investigar a associac¢ao do polimorfismo -174 do gene IL6 candidato a predisposi¢édo

a Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo e ao Trabalho de Parto Pré-Termo.

5. PACIENTES E METODOS
5.1. Pacientes

Foram incluidas no estudo 109 mulheres com histérico de TPP e bolsa integra ou
RPM-PT que culminaram em parto pré-termo e 68 mulheres com gestacdes resolvidas a
termo. Todas as pacientes foram atendidas no Servico de Obstetricia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP entre os anos de 2003 e 2012.

Todas as pacientes envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto a
finalidade da pesquisa e assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Anexos 1 e 2). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Botucatu, UNESP (Protocolo CEP 3858-2011).

Foram excluidas da pesquisa pacientes que tenham apresentado complicacdes
gestacionais como eclampsia ou pré-eclampsia, hipertensdo gestacional, sindrome
anticorpos anti-fosfolipides, diabetes gestacional, sindrome HELLP, incompeténcia
istmo-cervical, descolamento prévio de placenta, placenta prévia, incompatibilidade de
RH, trauma mecanico, corioamnionite clinica, oligodmnio ou polidramnio. Gestantes
com restricdo de crescimento intra-uterino, ma formacdo fetal ou obito fetal, gestacdo
maltipla, pélipo endocervical, acometidas por doengas ou infecgdes sistémicas como
lUpus eritematoso sistémico, hipertensdo arterial crénica, doengas na tiredide, diabetes

mellitus ou soropositividade para HIV, assim como pacientes que tenham sido
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submetidas a amniocentese ou fertilizacdo in vitro ou que facam uso de drogas e alcool

também foram excluidas do estudo.

5.2. Coleta de dados

Os dados sécio-demogréaficos e resultados obstétricos foram obtidos dos prontuarios
médicos das pacientes. Em adi¢do a essa consulta, foram aplicados questionérios para
afericdo das informagdes contidas nos prontuérios e para obtencdo de dados inexistentes

(Anexo 3).

5.3. Coleta das amostras

Amostras de células epiteliais da mucosa bucal das pacientes incluidas no estudo
foram coletadas utilizando-se Catch-All Sample Collection Swab (Epicentre®,
Madison) para extracdo do DNA gendmico. As amostras foram armazenadas a -20°C

até o momento do processamento.

5.4. Extragdo de DNA gendmico

Os swabs bucais foram descongelados a temperatura ambiente e acondicionados em
tubos contendo 500uL de PBS estéril (phosphate-buffered saline solution) e
homogeneizados para extracdo do DNA total utilizando-se 0 QIAamp® DNA Mini Kit

(QIAGEN®), de acordo com as instrucdes do fabricante.

5.5. Genotipagem dos polimorfismos
A identificagdo do polimorfismo I1L6-174 G>C (rs1800795) foi realizada por
PCR especifico, utilizando-se os primers IL-6 C (5’- GCA CTT TTC CCC CTA GTT

GTG TCT TAC G -3’), IL-6 G (5’- ATG ACG ACC TAAGCT TTACTT TTC CCC
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CTA GTT GTG TCT TGA C -3’) e IL-6 GPS (5’- ATA AAT CTT TGT TGG AGG

GTG AGG -3’) de acordo com protocolo adaptado de Schluter et al. (2002).

5.6. Andlise dos resultados

Os dados clinicos, étnicos e socio-demograficos do grupo controle e do grupo
estudo foram comparados pelo Teste T e pelo teste de Mann Whitney e os dados obtidos
da genotipagem do polimorfismo IL-6-174 foi analisado pelo teste exato de Fisher. O
software utilizado foi o SigmaStat 3.0 e o nivel de significancia adotado para os testes

empregados foi de 5%.
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6. RESULTADOS

As caracteristicas socio-demograficas das mulheres incluidas no estudo
apresentaram-se distribuidas homogeneamente entre os grupos estudo e controle. A
mediana da idade das pacientes foi de 22 anos (14-39) para o grupo estudo e 23 anos
(15-43) para o grupo controle. As medianas da idade gestacional no momento do parto
foram de 35s1d e 39s4d, respectivamente (Tabela 1). De acordo com o reportado,
63,9% das pacientes do grupo estudo e 48,5% do grupo controle se consideram brancas,
36,1% das pacientes do grupo estudo e 51,5% grupo controle se consideram pardas ou
negras.

A extracdo de DNA e andlise do polimorfismo 1L-6-174 foram realizadas em
todas as 109 amostras do grupo estudo e das 68 amostras do grupo controle. No grupo
estudo, o alelo polimorfico C, associado & menor producédo de IL-6, esteve presente em
33,0% das pacientes do grupo estudo (27,5% CG e 5,5% CC) com a frequéncia alélica
de 19,3 enquanto 30,9% das pacientes do grupo controle foram genotipadas com o
mesmo alelo (22,1% CG e 8,8% CC) com a frequéncia alélica de 19,9 (Tabelas 2 e 3).
A anélise da porcentagem de cada genotipo e a frequéncia alélica ndo mostrou diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos (p>0,05).



Tabela 1. Dados sécio-demograficos das mulheres incluidas no estudo.
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Variaveis Grupo Estudo Grupo Controle
(n=109) (n=68)
Idade (anos) *
22 (14-39)° 23 (15-43)°

IG no momento do
parto (dias) *

Estado civil

Solteira
Unido Estavel

NA
Etnia

Branca
Nao branca

NA

Paridade
Primigesta

Multigesta

NA

Tabagismo

Fumante
Nao Fumante

NA
Escolaridade

Analfabeta

Fundamental
Incompleto

Fundamental
Completo
Médio
Completo
Superior
Completo
NA

246 (172 — 258) @

19,3% (21/109) 2
67,9% (74/109) ®

12,8 % (14/109)

63,3% (69/109) ®
35,8% (39/109) ®

0,9% (01/109)

32,1% (35/109) ®
66,1% (72/109) >

1,8% (02/109)

27,5% (30/109) ®
68,8% (75/109) 2

3,7% (04/109)

28,4% (31/109) ®

29,4% (32/109) ?
22,9% (25/109) ®

0,9% (01/109)
18,4% (20/109)

277 (259 — 293) °

22,0%(15/68)
51,5% (35/68) 2

26,5% (18/68)

48,5% (33/68) ®

51,5% (35/68)

38,2% (26/68)

61,8% (42/68)

10,3% (7/68)
88,2% (60/68)

1,5% (01/68)

1,5% (01/68)
8,8% (6/68)
29,4% (20/68)°
20,6% (14/68)*

2,9% (02/68)°
36,8% (25/68)

Na comparacéo dos grupos foram utilizadas letras mindsculas, considerando-se que as proporgdes seguidas de, pelo menos, uma mesma letra ndo diferem. Teste t na
comparacdo entre os grupos em relacdo as variaveis discretas; * variaveis apresentadas em medianas (minimo-maximo) e Teste de Mann Whitney. NA = n&o avaliada
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Tabela 2. Genotipagem do gene IL-6-174 nas mulheres incluidas no estudo.

GG CG CC

N (%) N(%) N(%)
Grupo estudo 73 (67,0) 30 (27,5) 6 (5,5)
Grupo controle 47 (69,1) 15 (22,1) 6 (8,8)

N= nimero de mulheres com as respectivas freqtiéncias alélicas para o gene IL-6-174.
(%)= porcentagem de mulheres com as respectivas freqliéncias alélicas para o gene IL-6-174.

Tabela 3. Fenotipagem do gene IL-6-174 nas mulheres incluidas no estudo.

G (%) C (%)
Grupo estudo 80,7 19,3
Grupo controle 80,1 19,9

(%)= porcentagem da freqtiéncias alélicas para o gene IL-6-174.
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7. DISCUSSAO

O objetivo desse estudo foi investigar a associacdo do polimorfismo -174 do gene
IL6 candidato a predisposicdo & Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo e ao
Trabalho de Parto Pré-Termo.

A IL-6 é uma importante citocina reguladora da resposta inflamatéria e niveis
elevados deste mediador sdo frequentemente associados ao TPP e & RPM-PT**2, A
presenca do alelo G na regido promotora deste gene esta associada a elevada producéo
de IL-6 durante a resposta imune em comparacdo ao alelo C, tanto in vitro quanto in
vivo®. Em adicfo, vérios estudos demonstraram a relevancia deste polimorfismo em
outras patologias"®>!. Entretanto, os resultados aqui apresentados demonstram que a
frequéncia alélica da mutagdo estudada ndo foi estatisticamente diferente entre os
grupos estudo e controle, achado que esté de acordo com o descrito por Dashash et al*.

Entretanto, o tamanho amostral incluido no estudo até o momento foi inferior a
maioria dos estudos similares, o que pode ter diminuido o poder de predicédo da técnica
realizada. Dentre os anos de 2003 e 2012 no Hospital das Clinicas da FMB, temos
catalogadas 516 pacientes com as complicacdes gestacionais citadas como de interesse
para o estudo, que serdo rastreadas para a identificacdo do polimorfismo IL6-174 G>C,
constituindo um tamanho amostral adequado. Adicionalmente, a pesquisa de outros
polimorfismos é de grande interesse, uma vez que as interaces genéticas presentes em
complicacbes multifatoriais, como o TPP e a RPM-PT, também devem ser

consideradas. Kalinka et al.?*

correlacionaram a presenca do alelo C IL6-174 com maior
risco de TPP em pacientes portadoras de mutacdo em outro gene, 0 IL1IRN*2.

Similarmente, Velez et al.*® observaram correlacio entre determinados haplétipos de
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IL6 e IL6R e parto prematuro. Neste sentido o polimorfismo do receptor de IL-6 seré
estudado e sua padronizagdo encontra-se em curso em nosso laboratorio.

Desta maneira, a realizacdo de estudos genéticos mostra-se de grande importancia
para a melhor compreensao dos mecanismos genéticos subjacentes ao TPP e a RPM-PT.
No futuro, esta ferramenta pode possibilitar a identificagdo de pacientes com maior
predisposicdo a estas complicacdes e rastred-las ao longo da gestacdo, a fim de

minimizar os efeitos deletérios advindos da prematuridade.
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DEFARTAMENT®

PATOLOGIA ) ) ]
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A senhora esta sendo convidada a participar da pesquisa intitulada “Polimorfismos em genes pré e anti-
inflamatoérios candidatos a predisposicéo a rotura prematura de membranas pré-termo e trabalho de parto pré-
termo” tem como objetivo entender participagdo da heranca genética, que é passada de pais para filhos, na presenca
de complicagBes importantes na gestagdo como o rompimento das bolsas das dguas prematuramente assim como o
parto antes do tempo. Essa pesquisa sera realizada pela pds-graduanda Bruna Ribeiro de Andrade Ramos do
Programa de Pds-Graduacao em Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, orientada pela Profa. Dra. Marcia
Guimaraes da Silva, também do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP além de
outros pesquisadores colaboradores.

Fui informada que, por ter apresentado uma dessas complicagfes em minha gestacéo anterior, estarei
constituindo o grupo estudo da pesquisa. Assim concordo que seja realizada em mim e em meu(s) filho(s) nascido(s)
de gestacéo(Bes) complicada(s) a coleta de material bucal utilizando-se um cotonete. Estou ciente de que essa coleta

de material bucal ndo é dolorosa e o desconforto se restringe a presséo do cotonete contra a bochecha, ndo
ocasionando sangramentos nem feridas locais. Adicionalmente, responderei a um breve questionario, que levara de 5 a
10 minutos.

L , apos ser
devidamente esclarecida, aceito participar do projeto de pesquisa, juntamente com meu(minha) filho(a)
.................................................................................................... , podendo a qualquer momento esclarecer duvidas e
desistir de participar do mesmo, sem prejuizo ao atendimento que necessitarmos. Também fui informada de que
nossos nomes ndo aparecerdo quando os resultados forem divulgados. Estou ciente ainda de que néo receberemos
qualquer ajuda financeira para a participagdo no projeto, entretanto havera o ressarcimento do transporte para a vinda
ao hospital, para coleta do material, quando necessario. Estou ciente também de que este trabalho n&o trara beneficios
imediatos para mim ou para meu(s) filho(s), mas sera importante para o entedimento de complicagcbes que podem
ocorrer na gestagao.

Qualquer divida adicional, vocés poderdo entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa, através do
telefone (14) 3811 6143. Esse documento, ap6s a aprovagdo do CEP, sera elaborado em 2 vias, sendo uma entregue
aos sujeitos da pesquisa e outra sera mantida em arquivo do pesquisador.

Botucatu, .......... A€ e de 2011.

Assinatura do Paciente:

Assinatura do Pesquisador
Niele Dias Mendes
Endereco: Rua Dr. Ranimiro Lotufo, 593 Apto 14A, Botucatu
Telefone (14) 3814 58 48

Profa. Dra. Marcia Guimardes da Silva
Endereco do Pesquisador: Rua Izidoro Bertaglia, 746 — Jardim Ch&cara dos Pinheiros
Telefone (14) 3815 25 51/ 3815 24 17
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DEFARTAMENT®

PATOLOGIA ) ) )
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A senhora esta sendo convidada a participar da pesquisa intitulada “Polimorfismos em genes pré e anti-
inflamatoérios candidatos a predisposicéo a rotura prematura de membranas pré-termo e trabalho de parto pré-
termo” tem como objetivo entender participagdo da heranca genética, que é passada de pais para filhos, na presenca
de complicagBes importantes na gestagdo como o rompimento das bolsas das dguas prematuramente assim como o
parto antes do tempo. Essa pesquisa sera realizada pela pds-graduanda Bruna Ribeiro de Andrade Ramos do
Programa de Pds-Graduacao em Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, orientada pela Profa. Dra. Marcia
Guimaraes da Silva, também do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP além de
outros pesquisadores colaboradores.

Fui informada que estarei constituindo o grupo controle da pesquisa por nao ter apresentado complicagdes
gestacionais. Assim concordo que seja realizada tanto em mim como em meu(s) filho(s) nascido(s) de gestagao(des)
de termo a coleta de material bucal utilizando-se um cotonete. Estou ciente de que essa coleta de material bucal ndo é
dolorosa e o desconforto se restringe a pressdo do cotonete contra a bochecha, ndo ocasionando sangramentos nem
feridas locais. Adicionalmente, responderei a um breve questionario, que levara de 5 a 10 minutos.

SRR , apos ser
devidamente esclarecida, aceito participar do projeto de pesquisa, juntamente com meu(minha) filho(a)
.................................................................................................... , podendo a qualquer momento esclarecer duvidas e
desistir de participar do mesmo, sem prejuizo ao atendimento que necessitarmos. Também fui informada de que
nossos nomes nao aparecerdo quando os resultados forem divulgados. Estou ciente ainda de que néo receberemos
qualquer ajuda financeira para a participagdo no projeto, entretanto havera o ressarcimento do transporte para a vinda
ao hospital, para coleta do material, quando necessario. Estou ciente também de que este trabalho nao trara beneficios
imediatos para mim ou para meu(s) filho(s), mas sera importante para o entedimento de complicacbes que podem
ocorrer na gestacao.

Qualquer davida adicional, vocés poderdo entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa, através do
telefone (14) 3811 6143. Esse documento, ap6s a aprovagdo do CEP, sera elaborado em 2 vias, sendo uma entregue
aos sujeitos da pesquisa e outra sera mantida em arquivo do pesquisador.

Botucatu, .......... A€ i, de 2011.

Assinatura do Paciente:

Assinatura do Pesquisador
Niele Dias Mendes
Enderec¢o: Rua Dr. Ranimiro Lotufo, 593 Apto 14A, Botucatu
Telefone (14) 3814 58 48

Profa. Dra. Marcia Guimarées da Silva
Endereco do Pesquisador: Rua Izidoro Bertaglia, 746 — Jardim Chacara dos Pinheiros
Telefone (14) 3815 25 51/ 3815 24 17
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Data Amostra

Questionario
Projeto: “Polimorfismos de genes pré e anti-inflamatérios candidatos a

predisposicao a rotura prematura de membranas pré-termo e ao trabalho de

parto pré-termo”

Paciente: Idade:
Etnia reportada: RG:
Filho: Idade:
Data nascimento: RG:
Acompanhamento médico: [ Sim ] Nao

1) Existe histérico familiar de TPP ou RPM? Grau de parentesco?

[1 Sim [0 Nao Parentesco:

2) Possui historia anterior de TPP, RPM ou outras complicacdes?
G P A C TPP anterior_ RPM anterior

Complicagdes:

3) Uso de alcool, drogas ou tabagismo? Frequéncia?

[1 Sim [0 Nao

4) Possui alguma doenca sistémica?

[1 Sim [0 Nao

5) Informagodes adicionais

6) Contato:
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Data Controle

Questionario
Projeto: “Polimorfismos de genes pré e anti-inflamatérios candidatos a

predisposicao a rotura prematura de membranas pré-termo e ao trabalho de

parto pré-termo”

Paciente: Idade:

Etnia reportada: RG:

Estado Civil: ] Solteira ] Casada/Uniao estavel
Escolaridade:

Filho: Idade:

Data nascimento: RG:
Acompanhamento médico: [ Sim '] Nao

2) Possui historia prévia de TPP, RPM ou outras complicacoes?
G P A C TPP anterior_ RPM anterior

Complicagdes:

3) Uso de alcool, drogas ou tabagismo? Frequéncia?

[1 Sim [0 Nao

4) Possui alguma doenca sistémica?

[1 Sim [0 Nao

5) Informagodes adicionais

6) Contato:




